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Die hier vorliegende Arbeit zeigt die molekulare Evolution des Melatoninrezeptor 1 
B-Gens (MTNR1B) und des Fat Mass and Obesity Associated-Gens (FTO). Für beide Gene 
wurden in genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) Varianten entdeckt, welche zu der 
Entwicklung einer Adipositas bzw. deren Folgeerkranungen beitragen können. So wurde für 
Einzelbasenaustausche (SNPs) im MTNR1B (rs10830963, rs4753426) eine Verschlechterung 
der Nüchternglucose sowie der Insulinausschüttung gezei t. Zudem wurde für die Frequenz 
des rs4753426 C-Allels ein Zusammenhang mit der täglichen Sonnenscheindauer 
beschrieben. Im FTO wurde eine (tagging) Variante im ersten Intron identifiziert 
(rs9939609), welche einen erhöhten Körpermasseindex (BMI) zu vermitteln scheint und 
robust repliziert werden konnte. Zusätzlich konnte in den Sorben, einer in der Lausitz 
ansässigen Volksgruppe, eine Variante im dritten Intron (rs17818902) beschrieben werden, 
die ein zusätzliches, stärkeres Assoziationssignal mit einem erhöhten BMI zeigte. 
Dies führte zu der Fragestellung, ob MTNR1B und FTO einer Konservierung 
unterlegen sind. Zudem interessierten populationsspezifische Unterschiede, um die 
Untersuchungen in den Kontext der Hypothese des sparsamen Genotyps stellen zu können. 
Demnach haben Individuen mit einer genetischen Veranlagung, die ihnen eine effizientere 
Energiespeicherung ermöglicht, zu Zeiten von Nahrungsmangel einen Fitness-Vorteil 
gegenüber Nicht-Trägern. Die Konservierung zwischen d  Spezies wurde mit Phylogenetic 




von nichtsynonymen zu synonymen Basenaustauschen inn rhalb einer kodierenden Sequenz 
beruht. Die Selektion innerhalb bzw. zwischen menschlichen Populationen wurde anhand 
verschiedener populationsgenetischer Variablen näher bel uchtet.  
Sowohl für MTNR1B als auch für FTO konnte gezeigt werden, dass sie über die 
betrachteten Spezies im Durchschnitt stark oder sehr tark konserviert sind, was die 
physiologische Relevanz dieser Gene untermauert. Fü MTNR1B zeigte sich zudem, dass es 
auf dem Ast zum Menschen nicht konserviert, sondern positiv selektioniert ist. Dies kann als 
Anzeichen für durch die Umwelt bedingte Einflüsse gedeutet werden. Essentielle Residuen 
des Rezeptors sind jedoch auch hier hochgradig konserviert. Die populationsgenetischen 
Variablen implizieren bei beiden Genen eine nicht-neutrale Selektion. Während sich beim 
MTNR1B insbesondere populationsspezifische Unterschiede anhand des Fixierungsindex Fst 
zeigten, konnten für FTO marginal signifikante Korrelationen zwischen der Konservierung 
der Haplotypen und der Stärke der Assoziation mit BMI in den Sorben gezeigt werden. Für 
beide Gene kann die Hypothese des sparsamen Genotyps nicht prinzipiell ausgeschlossen 






AS  Aminosäuren 
ASN  Ostasiaten, East Asians 
BMI  Körpermasseindex, body-mass-index (in kg/m²) 
BP  Basenpaare 
CEU  Zentraleuropäer, central Europeans 
CHB  Han Chinesen aus Peking, Han Chinese from Beijing 
df  Freiheitsgrade, degrees of freedom 
DNS/DNA Desoxyribonukleinsäure, deoxyribonucleic acid 
FPG  Nüchternglucose, fasting plasma glucose 
FPI  Nüchterninsulin, fasting plasma insulin 
Fst  Fixierungs-Index 
FTO  Fat mass and obesity associated 
GPCR  G-Protein gekoppelter Rezeptor, G-protein coupled receptor 
GWAS Genomweite Assoziationsstudien 
h  Anzahl der Haplotypen 
HWE  Hardy-Weinberg Gleichgewicht, Hardy-Weinberg equilibrium 
HOMA-B Betazell-Index, homeostasis model assessment for betacell-function 
HOMA-IR Insulinresistenz-Index, homeostasis model assessment for insulin-resistance 
IBD  Gleichheit durch Abstammung, identity by descent 
IGT  gestörte Glucosetoleranz, impaired glucose tolerance 
iHS  integrated Haplotype Score 
l  log likelihood 
ln  natürlicher Logarithmus, logarithmus naturalis 
LD  Kopplungsungleichgewicht, linkage disequilibrium 
JPT  Japaner aus Tokio, Japanese from Tokyo 
kb  Kilobasen 
KI  Konfidenzintervall 
LRT  likelihood ratio test 
m  männlich 
M0  one-ratio Modell 
M1a  nearly neutral Modell  




M3  diskretes/discrete Modell 
M7  beta Modell 
M8  beta and omega Modell 
MAF  Minor Allelfrequenz 
MB  Megabasen 
MC4R  Melanocortin 4 Rezeptor 
MTNR1A/B Melatoninrezeptor 1 A/B 
n  Anzahl der Individuen 
n. e.  nicht ermittelbar 
NGT  normale Glucosetoleranz, normal glucose tolerance 
n. s.  nicht signifikant 
oGTT  oraler Glucosetoleranz-Test, oral glucose tolerance test 
OR  Kreuzproduktverhältnis, odds ratio 
PAML  Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood 
PG  Plasmaglucose 
PI  Plasmainsulin 
SNP  Einzelbasenaustausch, single nucleotide polymorphism 
T2DM  Typ 2 Diabetes mellitus 
UTR  Untranslatierte Region 
WHR  Taille-Hüft Verhältnis, waist-to-hip ratio 
w  weiblich 
YRI  Yoruba aus Ibadan, Nigeria, Yoruba from Ibadan, Nigeria 
χ²  Chi Quadrat 
ω  Omega (= Verhältnis nichtsynonymer zu synonymer Basenaustausche, ratio of 
nonsynonymous to synonymous base exchanges: ω = dN/dS) 
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Der Begriff der Evolution ist für die Meisten unmittelbar mit Charles Darwin 
(12.02.1809-19.04.1882) verbunden. Sein Werk „Die Entstehung der Arten” (Originaltitel: 
„On the Origin of Species by Means of Natural Selection, or the Preservation of Favoured 
Races in the Struggle for Life” (Darwin, 1859) ) trug wesentlich zur Weiterentwicklung in den 
Naturwissenschaften, insbesondere der Biologie, bei. Ein Zeitgenosse Darwins, Alfred R. 
Russel (08.01.1823-07.11.1913), ist ebenfalls einer der Pioniere des Evolutionsgedankens. Er 
selbst prägte den Begriff des „Darwinismus” („Darwinism: An Exposition of the Theory of 
Natural Selection, with Some of Its Applications”) (Wallace, 1889).Während Mitte des 19. 
Jahrhunderts die Evolutionstheorie noch sehr umstritten war, beherrscht der Begriff der 
Evolution heutzutage die Biologie in vieler ihrer Disziplinen, insbesondere in Bezug auf den 
Menschen und seine Abstammung. Unbestritten ist diesbezüglich inzwischen die Tatsache, 
dass der nächste noch lebende Verwandte des Menschen der Schimpanse ist, und Mensch und 
Schimpanse (sowie die weiteren großen Menschenaffen) einen oder mehrere gemeinsame 
Vorfahren hatten (Chen and Li, 2001). Zu den nicht mehr lebenden Angehörigen des 
Menschen zählt der Neandertaler. Kürzlich gab die Entschlüsselung des Neandertalergenoms 
einen interessanten Einblick in die Menschheitsgeschichte (Green et al., 2010). So wurde 
gezeigt, dass für viele Regionen des Genoms der Neandert ler innerhalb der Variationsbreite 
des modernen Menschen liegt und nur wenige Gene strukturell verändert sind. Ebenso konnte 
gezeigt werden, dass gewisse Gene bzw. Varianten innerhalb dieser Gene beim Menschen 
Anzeichen von positiver Selektion (siehe hierzu 2.2.1) zeigen, darunter Gene, die in den 
Metabolismus, sowie die Skelettal- und Kognitionsentwicklung involviert sind (Green et al., 
2010). Besonders hervorzuheben war hier die Region um das Gen des thyroid adenoma 
protein (THADA) auf Chromosom 2, für welches durch genomweite Assoziationsstudien 
(GWAS) eine signifikante Assoziation mit Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM) gezeigt werden 
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1.2 Genetik und Adipositas 
  
Die Adipositas hat in der westlichen Zivilisation nahezu pandemische Ausmaße 
angenommen. Laut Weltgesundheitsorganisation (WHO) liegt Übergewicht ab einem 
Körpermasseindex (BMI) von über 25 kg/m2 und eine Adipositas bei einem BMI von über 30 
kg/m2 vor (World Health Organization, 2011). Nicht zuletzt steht die Adipositas oft am 
Anfang schwerwiegenderer Erkrankungen wie Atherosklerose, kardiovaskulärer Risiken und 
T2DM. Das klinische Bild der Adipositas resultiert aus mehreren Faktoren, vor allem die 
Kombination aus Bewegungsmangel und erhöhter Kalorienaufnahme haben einen nicht 
unerheblichen Einfluss auf die Genese einer Adipositas. Dazu ist eine genetische Komponente 
nicht von der Hand zu weisen, in Zwillingsstudien konnte eine Heritabilität des BMI von ca. 
0,7 gezeigt werden (Wardle et al., 2008). Eine monoge ische Ursache der Fettleibigkeit wie 
sie für den Melanocortin 4 Rezeptor (MC4R) beschrieben wurde macht nur einen 
vergleichsweise geringen Prozentsatz aus (Farooqi, 2008). Weitaus häufiger liegt eine 
polygenische Ursache vor. Durch GWAS konnten bereits inige Varianten identifiziert 
werden, die über einen erhöhten BMI (z. B. TMEM18, SH2B1 und NEGR1) (Willer et al., 
2009; Speliotes et al., 2010) oder ein gesteigertes Taille-Hüft Verhältnis (WHR; z. B. VEGFA 
und RSPO3) (Heid et al., 2010) eine Prädisposition zur Adipositas vermitteln. Einige dieser 
Varianten treten recht häufig auf, wobei hier häufig populationsspezifische Unterschiede in 
den Häufigkeiten zu beobachten sind. 
 Weshalb manche Varianten im menschlichen Genom die mit erhöhtem BMI, 
schlechter Glucosetoleranz bis hin zum T2DM assoziiert sind, in hoher Frequenz auftreten 
versucht Neel mit seiner Hypothese des „sparsamen Genotyps“ (thrifty genotype) zu erklären 
(Neel, 1962). Dieser Theorie nach wurden in der Vergangenheit in Zeiten des Mangels 
bestimmte Genvarianten im menschlichen Genom fixiert, die es dem Individuum 
ermöglichten, Nährstoffe effektiv zu speichern (siehe Abbildung 1). Dies brachte den 
Allelträgern Vorteile gegenüber den Nicht-Trägern, da die gespeicherten Nährstoffe zu Zeiten 
von Nahrungsmangel als Reserve dienten. Zur heutigen Zeit jedoch ist Nahrungsmangel in 
der westlichen Zivilisation meist einem Nahrungsmittelüberschuss gewichen, zu einer 
ungesunden Ernährungsweise kommt zudem oft noch erheblic er Bewegungsmangel. Dies 
führt nicht selten zu Übergewicht bis hin zu einer Adipositas. Die Genese einer Adipositas 
kann durch solche fixierte genetische Varianten begünstigt werden. Der einstige Vorteil für 
den Allelträger ist nicht mehr gegeben und resultiert im klinischen Bild der Adipositas. 




Abbildung 1: Schematische Darstellung des Prinzips des sparsamen Genotyps. Rote Pfeile stellen die 
verbesserte Speicherkapazität des „thrifty Genotype“ dar, blaue Pfeile symbolisieren die weniger 
günstige Speicherkapazität des anderen Genotyps. 
  
1.3 Ziel der Arbeit 
  
Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es, einen Zusammenhang zwischen Evolution, 
Genetik und Adipositas herzustellen. Besonders im Fokus lagen hier die beiden Gene des 
Melatoninrezeptors 1B (MTNR1B), sowie das Fat Mass and Obesity Associated (FTO) Gen. 
Im Einzelnen wurden zunächst Varianten im MTNR1B in der Kohorte der Sorben 
genotypisiert, um anschließend Assoziationsstudien urchzuführen. Da der MTNR1B eine 
wichtige Funktion in der Kontrolle des zirkardianen Rhythmus innehat und zudem mit der 
Insulinsekretion in Verbindung steht, wurde ferner die Konservierung des Gens innerhalb der 
Klasse der Wirbeltiere untersucht. Des Weiteren wurden verschiedene Variablen der 
Populationsgenetik betrachtet, um abschätzen zu können, ob es populationsspezifische 
Unterschiede gibt.  
Da Varianten im ersten Intron des FTO mit erhöhtem BMI assoziiert (Frayling et al., 
2007) und robust repliziert werden konnten, in den Sorben aber ein zusätzliches, stärkeres 
Assoziationssignal im dritten Intron gezeigt werden ko nte (Tönjes et al., 2009), stellte sich 
die Frage, ob es hier populationsspezifische Zeichen der Selektion gibt. Ziel dieser Studie war 
daher eine umfassende Untersuchung der Konservierung des Gens, da es hierzu bislang nur 
unzureichende Daten gibt (Ohashi et al., 2007). Zusätzlich dazu wurden Variablen der 
Populationsgenetik betrachtet, um eine Aussage zum evolutionären System auf 
Populationsebene treffen zu können, insbesondere in Bezug auf die Assoziation im dritten 
Intron des FTO. 
2.   Material und Methoden 
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2.2.1 Die sorbische Kohorte 
  
Die Sorben sind eine in Deutschland lebende, als Minderheit anerkannte Volksgruppe 
mit slavischen Wurzeln (Kunze, 1997). Die sorbisch prechende, katholische Minderheit der 
heute lebenden ca. 15.000 Sorben, konzentriert sich auf etwa zehn Dörfer in der Region 
Bautzen/Kamenz (Oberlausitz). Die Analyse der genetischen Struktur dieser Population im 
Vergleich mit anderen Populationen implizierte, dass die Sorben wahrnehmbare, wenn auch 
sehr dezente Anzeichen für genetische Isolation aufweisen (Veeramah et al., 2011). So ist das 
Kopplungsungleichgewicht (LD) leicht erweitert, die Population ist relativ homogen und die 
Umwelteinflüsse sind für alle Probanden relativ ähnlic . Ferner zeigte sich, dass die Sorben 
auf genetischer Ebene den slavisch sprechenden Völkern am nächsten sind (Veeramah et al., 
2011). 
 Derzeit sind 1046 Probanden in die Studie involviert, welche alle hinsichtlich 
klinischer Merkmale sehr gut phänotypisiert sind. Ein oraler Glucosetoleranz-Test (oGTT) 
mit 75 g Glucose wurde nach einer nächtlichen Nahrungskarenz durchgeführt. Die 
Glucosekonzentration im Serum wurde mit der Hexokinase-Methode (Automated analyser 
Modular, Roche, Mannheim) nach 0, 30 und 120 Minute b stimmt, Seruminsulin wurde 
mittels AutoDELFIA® Insulin Assays (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Turku, 
Finnland) ebenfalls nach 0, 30 und 120 Minuten bestimm . Jeweils die Hälfte der Probanden 
wurde mittels 500K bzw. 6.0 Affymetrix GeneChip® Arrays (Affymetrix, Inc., Santa 
Clara/CA, USA) genotypisiert. Zusätzlich wurden nicht durch die Chips abgedeckte 
Einzelbasenaustausche (SNPs) individuell mit TaqMan® SNP Genotyping Assays (Applied 
Biosystems, Inc., Foster City/CA, USA) genotypisiert. 
Die SNPs für die Genotypisierung des MTNR1B wurden anhand der HapMap-
Datenbank (www.hapmap.org) ausgewählt, basierend auf einer Minor Allelfrequenz (MAF) > 
0,05 und r² > 0,08. Fünf tagging SNPS, welche alle LD-Blöcke innerhalb des MTNR1B sowie 
5 kb der 5’ UTR und 3,5 kb der 3’ UTR abdecken (siehe Abbildung 2), wurden ausgewählt 
und in 937 Sorben analysiert. Zwei der Varianten (rs10830963, rs4753426) wurden mittels 
TaqMan SNP Genotyping assay (Applied Biosystems, Inc.) genotypisiert, rs10830962, 
rs12804291 und rs7951037 wurden aus Chipdaten vorherge nder GWAs extrahiert. 




Abbildung 2: Schematische Darstellung der genetischen Struktur des MTNR1B und der analysierten 
SNPs. Die beiden Exons sind blau dargestellt, dazwischen liegt das einzige Intron (Graphik anhand 
der Datenbankeinträge von http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov und http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ 
erstellt). 
 
2.2.2 Statistische Analysen 
 
Im Rahmen der Untersuchungen zum MTNR1B wurden Assoziationsanalysen mit 
PASW statistics 18 Version 18.0.1 (SPSS, Inc.; Chicago/IL, USA), durchgeführt. Vor 
Durchführung der statistischen Analysen wurden nicht-normalverteilte Variablen 
logarithmiert (natürlicher Logarithmus, ln), um sich einer Normalverteilung anzunähern. 
Unterschiede zwischen Genotyp-Häufigkeiten zwischen Fällen (T2DM-Patienten bzw. 
adipöse Probanden) und Kontrollen (gesunde bzw. schlanke Probanden) wurden mit 
logistischer Regression ermittelt. Assoziationen zwischen Varianten und quantitativen 
Merkmalen wurde mit linearer Regression berechnet. Die dargestellten p-Werte wurden auf 
Alter, Geschlecht (und BMI) adjustiert, p-Werte < 0,05 wurden für signifikant erachtet und 
werden ohne Korrektur auf multiples Testen präsentiert. Zur Berechnung der Glucose- und 
Insulinparameter wurden nur gesunde Probanden eingeschlossen (ADA Kriterien zur 
Definition eines Diabetes (American Diabetes Association, 2010)). 
 
2.2 Sequenzanalysen  
 
2.2.1 Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood - PAML 
 
Ein Werkzeug, mit dessen Hilfe man sich der molekularen Evolution einer Sequenz 
nähern kann, ist PAML – eine phylogenetische Analyse mit Maximum Likelihood-Methoden 
(Yang, 1997). Grundlage für solche Methoden sind Sequenzen der zu betrachtenden Spezies. 
Die Sequenzen für die hier vorliegende Arbeit wurden aus öffentlich zugänglichen 
Datenbanken entnommen (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, http://www.ensembl.org/index.html, 
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http://www.uniprot.org/; siehe Tabellen 13-16 im Anhang). Des Weiteren beruh n die 
Analysen auf dem zu Grunde liegenden phylogenetischen Stammbaum, wobei hier der 
korrekte Stammbaum einem errechneten zu bevorzugen ist (Yang et al., 2000a). Hieraus lässt 
sich nun die Konservierung eines Gens durch das Verhältnis der nichtsynonymen (dN) zu 
synonymen (dS) Basenaustausche innerhalb der Sequenz berechnen: Omega (ω) = dN/dS. Ist 
das ω < 1 so spricht man von einer Konservierung des Gens bzw. negativer Selektion. 
Schädliche Mutationen werden in diesem Zustand eliminiert. Bei ω > 1 ist das Gen unter 
positiver Selektion. Für den Allelträger vorteilhafte Mutationen werden hier rasch fixiert und 
manifestieren sich somit. Wenn ω = 1 so spricht man von neutraler Selektion, die Selektion 
hat keine Auswirkung auf die Fitness des Allelträgers und die Verbreitung einer Mutation 
unterliegt dem Zufall (Anisimova et al., 2001; Yang, 1998).  
Nah verwandte Spezies erzielen üblicherweise höhere ω-Werte als nicht oder wenig 
miteinander verwandte Spezies (Yang et al., 2000b). Aus diesem Grund wurden möglichst 
umfangreiche Phylogenien konstruiert und mit weniger umfangreichen Phylogenien, welche 
z. B. nur aus Primaten bestehen, verglichen. 
Für die Analysen des MTNR1B wurden die Sequenzen von 35 Wirbeltierarten 
herangezogen. Analysierte Spezies sowie Identifikationsnummern sind in Tabelle 14 im 
Anhang zusammengefasst. Die vollständige Phylogenie umfasste 26 Säugetierarten, fünf 
Fischarten, drei Vogelarten sowie ein Reptil (siehe Anhang, Tabelle 13). Für Tiefenanalysen 
wurden die Berechnungen zusätzlich nur in den Säugetieren sowie in den Primatenspezies mit 
Maus und Ratte als Außengruppe durchgeführt. 
Beim FTO wurden die Sequenzen von 37 Wirbeltierarten analysiert, wobei die 
Sequenzen des Borneo Orang-Utans sowie des westlichn Krallenfrosches redundant waren 
und aus den weiterführenden Analysen herausgenommen wurden (Tabelle 15 im Anhang). 
Somit verblieben für die Analysen ein Reptil, eine Amphibie sowie 33 Säugetierarten. Um die 
Ergebnisse der PAML-Analysen zu verifizieren wurden ie Berechnungen zusätzlich auf der 




Das einfachste Modell für die phylogenetischen Analysen ist das sogenannte one-ratio 
Modell (M0). Hier wurde über die gesamte Phylogenie ein durchschnittlicher ω-Wert gebildet 
(Yang, 1998). Im Gegensatz zum M0 wurde im free-ratio Modell für jeden Ast ein 
individueller ω-Wert bestimmt (Yang, 1998). Ferner wurde das diskrete Modell (M3) 
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betrachtet (Yang et al., 2000b). Bei M3 wurden die Positionen in drei diskrete Klassen 
unterteilt. Das nearly neutral Modell (M1a) beinhaltet zwei Klassen, welche ω-Werte 
zwischen Null und eins zulassen, im Alternativmodell positive selection (M2a) gibt es eine 
zusätzliche Klasse ω2, die Werte über eins zulässt (Wong et al., 2004). Im beta Modell (M7) 
wurde für das ω eine Beta-Verteilung angenommen, wobei das ω im Intervall zwischen 0 und 
1 lag (Anisimova et al., 2001). Im beta&ω Modell (M8) wurde eine zusätzliche Klasse 
angenommen, welche positive Selektion mit ω-Werten > 1 zulassen (Anisimova et al., 2001).  
Um zwei Modelle miteinander zu vergleichen (Hypothese und Nullhypothese), kann 
ein likelihood ratio test (LRT) durchgeführt werden. Hierzu werden die log likelihood (l) – 
Werte zweier Modelle gegenübergestellt, die doppelte Differenz (2∆l) wird im Anschluss mit 
den Werten einer Chi-Quadrat (χ²) Tafel abgeglichen. Für eine Ast-spezifische Analyse wurde 
die l des M0 mit der des free-ratio Modells verglichen. Für den LRT (M0 vs. free-ratio) 
vergleicht man 2∆l mit der folgenden Anzahl an Freiheitsgraden (df): Anzahl der Äste der 
Phylogenie weniger eins. Auch das diskrete Modell kann mit dem one-ratio Modell 
verglichen werden, für den LRT ergeben sich hier vidf. Um auf positive Selektion testen zu 
können wurden ferner das Modell M1a und das Modell M2a miteinander verglichen (Wong et 
al., 2004). Für den LRT (M7 vs. M8) wurden zwei df angenommen (Tabelle 1).  
Tabelle 1 Angewandte likelihood ratio Tests 
LRT Modelle df 
Ast-spezifische Analyse M0 – free ratio Astanzahl - 1 
Heterogenität entlang der Äste M0 – M3 4 
Codon-spezifisch/Positive Selektion M7 – M8 2 
Positive Selektion M1a – M2a 2 
 




Für die populationsgenetischen Analysen wurden Chipdaten (6.0 Affymetrix 
GeneChips®) von möglichst unverwandten Probanden ausgewählt, da selbst marginale 
Verwandtschaft die Analysen verfälschen kann. Dies wird durch die Anhäufung gemeinsamer 
Allele aufgrund gemeinsamer Vorfahren bedingt (Gillespie, 1998). Bei den Sorben wurde ein 
naher Verwandtschaftsgrad mittels Gleichheit durch Abstammung (IBD) < 0,05 
ausgeschlossen. IBD ist ein gängiges Maß, um Verwandtschaft festzustellen. Ferner wurden 
folgende Einschlusskriterien hinzugezogen: MAF 0,01, Hardy-Weinberg Gleichgewicht 
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(HWE) 0,0001, fehlende Daten pro SNP 0,05 und pro Individuum 0,07. Anhand dieser 
Standards verblieben 34 Probanden für die populationsgenetischen Analysen. Insgesamt 
wurden 172 SNPs des MTNR1B-Lokus (1 Mb) sowie 155 SNPs des FTO-Lokus (ebenfalls 1 
Mb) ausgewertet (siehe Tabelle 2). 
 Des Weiteren wurden die genetischen Informationen d r HapMap-Populationen 
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/downloads/index.html.en) hinzugezogen. Phase II dieser 
Datenbank umfasste ca. 860.000 SNPs von 209 Probanden aus unterschiedlichen 
Bevölkerungsgruppen: Europäer aus Zentraleuropa (CEU), Yoruba aus Ibadan, Nigeria (YRI) 
und Ostasiaten Han-Chinesen aus Peking (CHB) und Japaner aus Tokio (JPT) (Voight et al., 
2006). Da die Daten der CEU und YRI Eltern-Kind Trios umfasste, wurden die genetischen 
Informationen der Kinder aus den Analysen entfernt, um Verschiebungen durch zu nahe 
Verwandtschaft zu vermeiden.  
Tabelle 2 Anzahl der untersuchten SNPs 
Population n SNPs FTO SNPs MTNR1B 
CEU 60 155 172 
CHB 45 152 172 
JPT 45 152 172 
Sorben 34 155 172 
YRI 60 147 165 
n = Anzahl der Individuen 
 
2.3.2 Analysierte Variablen 
 
Im Rahmen dieser Studien wurden verschiedene populationsgenetische Variablen 
untersucht, um eine Aussage zum selektiven Druck innerhalb bzw. zwischen den 
verschiedenen Populationen treffen zu können. Letzteres lässt sich anhand des 
Fixierungsindex (Fst) beurteilen. Der Fst drückt die genetische Distanz zwischen 
Populationen aus und kann einen Wert zwischen 1 (fixierte Unterschiede zwischen den 
Populationen) und 0 (keine Unterschiede) annehmen: je höher der Wert, desto größer ist also 
die genetische Differenz (zumindest an der untersuchten Position) (Myles et al., 2008). Der 
Fst ist ein Maß für Unterschiede bei den Allelhäufigkeiten zwischen Populationen, d. h. man 
kann anhand des Fst ableiten, ob die Häufigkeiten der Allele zwischen zwei Populationen im 
Vergleich zu Variationen innerhalb der Populationen äh lich sind (Lewontin and Krakauer, 
1973). Regionen mit ungewöhnlich hohen Fst-Werten kö nen das Resultat von extremen 
genetischen Drift oder lokaler positiver Selektion sein (Myles et al., 2008). Im 
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Populationsvergleich gelten folgende Grenzwerte: CEU vs. YRI: 0,2976, CEU vs. ASN: 
0,2055 und ASN vs. YRI: 0,3374 (Pritchard, 2006). 
Mit dem integrated Haplotype Score (iHS) können ungewöhnlich lange Haplotypen in 
Relation zum Genom detektiert und somit Hinweise auf Selektion gefunden werden (Voight 
et al., 2006). Dieser Test beruht auf den unterschiedlich starken Niveaus von LD-Blöcken im 
Bereich des untersuchten SNPs. Von signifikanten Werten in Relation zum Genom spricht 
man ab einem iHS größer als 2 bzw. kleiner als -2, wobei ein positiver Wert dafür spricht, 
dass die Haplotypen, welche auf dem anzestralen (d. h. ursprünglichen) Allel basieren, länger 
sind. Bei einem negativen Wert ist davon auszugehen, dass die Haplotypen die auf dem 
abgeleiteten Allel basieren, länger sind (Voight et al., 2006).  
Eine Variable für die Variation innerhalb einer Population ist Tajima’s D. Hier wird 
ein Durchschnitt der Variation über die gesamte Population gebildet und alle Haplotypen 
bzw. Sequenzen untereinander verglichen (Tajima, 1989). Fu und Li’s D* sowie Fu und Li’s 
F* sind statistische Verfahren, um zu testen, ob die Mutationen in der untersuchten Region 
neutraler Selektion unterlegen sind, unter Neutralität sind sowohl D* als auch F* = 0 (Fu and 
Li, 1993). Bei Fu und Li’s D* basiert der Test auf Unterschieden zwischen der Anzahl an 
Singletons1 und der Gesamtzahl an Mutationen; bei Fu und Li’s F* auf der durchschnittlichen 
Anzahl an Nukleotidunterschieden zwischen Sequenzpaaren. 
 
                                                
1 Ein Singleton ist eine abgeleitete Variante, welch nur einmal in der Population auftritt. 
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3.   Ergebnisse 
 
3.1 Assoziations- und Evolutionsstudien des Melatoninrezeptor 1B-Gens (MTNR1B) in 
der sorbischen Population 
 
Dieses Kapitel wurde als Manuskript mit dem Titel „Association and evolutionary studies of 
the melatonin receptor 1B gene (MTNR1B) in the self-contained population of Sorbs from 
Germany“ bei Diabetic Medicine publiziert (doi: 10.1111/j.1464-5491.2011.03374.x). Eine 
Kopie des Originalmanuskriptes befindet sich im Anha g. 
 
3.1.1 Hintergrund zum Melatoninrezeptor 1B 
 
Das Melatonin ist ein zirkulierendes Neurohormon, welches vorwiegend in den 
Pinealozyten der Epiphyse sekretiert wird. Nachgewiesen wurde die Sekretion auch in der 
Netzhaut (Retina), dem Gastrointestinaltrakt sowie d r Bauchspeicheldrüse (Pankreas) 
(Kvetnoy, 1999). Eine zentrale Funktion des Melatonin liegt in der Kontrolle des zirkadianen 
Rhythmus, was durch die „Übersetzung“ der photoperidischen Informationen von den 
Augen zum Gehirn geschieht (Peschke, 2008). Bei gesunden Probanden konnte zudem eine 
inverse Korrelation zwischen der Insulin- und Melatoninsekretion nachgewiesen werden. 
Während die Insulinsekretion tagsüber ansteigt und ihren Gipfel am frühen Nachmittag hat, 
steigt die Sekretion des Melatonin in der Nacht undfällt tagsüber ab (Boden et al., 1996). Bei 
Säugetieren konnten bisher zwei funktionale Melatoninrezeptoren nachgewiesen werden, die 
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) 1A und 1B (MTNR1A bzw. MTNR1B). Beide 
Rezeptoren wurden vor allem im Gehirn lokalisiert, konnten aber auch in anderen Organen 
nachgewiesen werden (Pandi-Perumal et al., 2008; Peschk , 2008). Die Expression des 
Melatoninrezeptor 1B Gens (MTNR1B) in Insel- und Betazellen suggeriert zudem einen 
direkten Zusammenhang zwischen MTNR1B und Insulinsekretion. Dies lässt eine 
Mitwirkung von Varianten im MTNR1B an der Genese des Typ 2 Diabetes mellitus vermuten. 
Tatsächlich konnte in genomweiten Assoziationsstudien gezeigt werden, dass 
Einzelbasenaustausche (SNPs) mit erhöhtem Risiko für T2DM assoziiert sind (Bouatia-Naji 
et al., 2009; Langenberg et al., 2009; Lyssenko et al., 2009; Prokopenko et al., 2009; Sparso et 
al., 2009). So konnte für das G-Allel des intronischen SNPs rs10830963 gezeigt werden, dass 
es die Entwicklung eines T2DM durch eine Beeinträchtigung der Nüchternglucose (FPG) und 
der Insulinausschüttung fördert (Lyssenko et al., 2009).  
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Da Melatonin und die spezifischen Rezeptoren eine Schlüsselfunktion in der 
Steuerung des Tag-Nacht-Rhythmus innehaben, wurde in einer weiteren Studie der 
Zusammenhang zwischen Polymorphismen im MTNR1B und der durchschnittlichen 
Sonnenscheindauer2 untersucht (Ji et al., 2010). In der Tat konnte eine marginal signifikante 
Korrelation zwischen der Allelhäufigkeit des rs4753426 C-Allels und der Dauer der 
Sonnenstunden beobachtet werden (r = -0,5346, p = 0,0733, (Ji et al., 2010)). Es wurde 
gezeigt, dass eine Abnahme der Allelfrequenz zugleich ne Erhöhung der Sonnenscheindauer 
bedeutet, beispielsweise beträgt in Japan die Allelhäufigkeit 72 %, die durchschnittliche 
Sonnenscheindauer fünf Stunden. In Israel hingegen liegt die Frequenz des C-Allels bei 39 % 
und die Sonne scheint neun Stunden. Diese Ergebniss ließen den Schluss zu, dass bestimmte 
Allele im MTNR1B eventuell in Abhängigkeit zur Exposition zu Sonnenschein positiver 
Selektion unterlegen waren (Ji et al., 2010). 
 




Da der Fokus dieser Arbeit auf der evolutionären Betrachtung von Genen des 
Metabolismus liegt, sollen die Ergebnisse der Assoziationsstudien hier nur kurz präsentiert 
werden. 
In Fall-Kontrollstudien zeigten sich für keinen der betrachteten SNPs Assoziationen zu 
T2DM (Tabelle 3). Die bereits beschriebenen Assoziationen für rs10830963 zu quantitativen 
Merkmalen wie Nüchterninsulin (FPI; p = 0,001; Abbildung 3), 30 min Insulin (p = 1,83x10-4), 
höherem FPG-Niveau (p = 1,87x10-5) und erhöhter 30 Minuten Glucose (p = 0,02) sowie dem 
Beta-Zellindex (HOMA-B, p = 1,95x10-8) konnten repliziert werden. Ebenso zeigten sich für 
rs4753426 Assoziationen zu FPI (p = 0,04; Abbildung 3), 30 min Insulin (p = 0,03) und 
HOMA-B (p = 0,003). Weitere Resultate der Assoziationsstudien sind in Tabelle 4 
zusammengefasst. 
                                                
2 Als Durchschnittswerte wurden hier die tägliche Sonnenscheindauer über 30 Jahre gemittelt, die Daten hierzu 
stammen aus diversen meteorologischen Datenbanken (Ji t al., 2010). 
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Tabelle 3 Assoziation von MTNR1B–Varianten mit Typ 2 Diabetes 
 MAF  OR p-Wert 
  [95% KI]  
rs10830962 0,39 1,12 0,51 
  [0,798; 1,571]  
rs4753426 0,48 1,16 0,39 
  [0,824; 1,634]  
rs12804291 0,11 0,96 0,88 
  [0,552; 1,664]  
rs7951037 0,43 0,95 0,78 
  [0,684; 1,332]  
rs10830963 0,27 0,88 0,52 
  [0,590; 1,306]  
OR = odds ratio, KI = Konfidenzintervall 
 















Abbildung 3: Assoziation mit Nüchterninsulin (FPI) für rs10830963 und rs4753426.
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3.1.2.2 Sequenzevolution  
 
Die PAML-Analysen zeigten eine umfassende Konservierung des MTNR1B an, 
impliziert durch ein durchschnittliches ω von 0,2583 im one-ratio Modell (M0). Die Ast-
spezifische Analyse (free-ratio Modell) ergab eine beschleunigte Sequenzevolution auf dem 
finalen Ast zum Menschen, ω = 1,1030. Dies weißt auf eine positive Selektion hin, wie sie für 
MTNR1B vorgeschlagen wurde (Ji et al., 2010). Weitere ω-Werte für die untersuchten Spezies 
sind in Abbildung 4 dargestellt. Der LRT für die Ast-spezifische Analyse zeigte an, dass das 
free-ratio Modell den Datensatz signifikant besser erklärt als das one-ratio Modell. Im 
diskreten Modell (M3) sind drei Kategorien definiert, jede mit einem unanhängigen Wert für 
ω (ω0 - ω2). Bei MTNR1B entsprechen die Kategorien stark negativer Selektion (ω0 = 0,0598), 
negativer Selektion (ω1 = 0,3474) sowie schwach positiver Selektion (ω2 = 1,0839) (siehe 
Abbildung 5). In die erste Klasse fallen 48,54 % der Positionen, in die Zweite 36,33 % und in 
die Dritte 15,12 %. Auch das M3 Modell ist signifikant besser als das M0 Modell, der LRT 
von 1809,55 ist mit vier Freiheitsgraden außerhalb des Messbereichs einer χ2-Tafel (p < 
0,001). In der Tiefenanalyse, in welche nur die Primaten (bzw. Nagetiere als Außengruppe) 
einbezogen wurden, wurden vier zusätzliche positiv selektionierte Positionen detektiert, 
welche in dem umfangreicheren Datensatz nicht erfasst wurden (Abbildung 5, fette 
Umrandung): Positionen 111 (Glutaminsäure), 153 (Arginin), 280 (Glutaminsäure) und 340 
(Serin). 
Um zu testen, ob bestimmte Codons im MTNR1B positiver Selektion unterlegen waren, wurde 
das Modell M1a (ω = 0,3865) mit dem Modell M2a (ω = 0,4115) verglichen. Der LRT war 
mit 2∆l = 4,69 und df = 2 nahezu signifikant (0,1 > p > 0,05). Für beide Modelle wurde im 
Durchschnitt negative Selektion ausgewiesen, im Modell M2a wurden jedoch auch einige 
positiv selektionierte Positionen ausgewiesen. Die Positionen stimmen mit bereits im 
diskreten Modell errechneten Positionen überein. Ei weiterer Test auf positive Selektion ist 
der Vergleich des neutralen Modells der Codon-Evoluti n (M7), welches keine positiv 
selektionierten Positionen zulässt, mit dem Modell M8, welches solche Positionen erlaubt. 
Ebenso wie das Modell M0 sprachen der durchschnittliche ω-Wert des M7 (ω = 0,3083) bzw. 
M8 Modells (ω = 0,3217) für eine Konservierung des Gens, jedoch zeigt die in M8 
implementierte spezifische Analyse (Bayes Empirical Bayes) positiv selektionierte Positionen 
an, welche jedoch erneut mit den in M3 berechneten Positionen übereinstimmen. Der LRT 
mit 2∆l = 49,93; df = 2 geht wieder über die Skala einer χ2-Tafel hinaus (p < 0,001). Die 
Ergebnisse der PAML-Analysen sind in Tabelle 5 zusammengefasst. 









































Abbildung 4: MTNR1B Spezies Baum mit ω-Werten für jeden Ast. Omega bezeichnet die 
Konservierung, die Werte entstammen dem free-ratio Modell. Die Phylogenie wurde anhand 
fachspezifischer Literatur erstellt (Asher et al., 2009; Delsuc et al., 2002; Murphy et al., 2001). Für
Artenbezeichnungen siehe Anhang, Tabelle 13. 
 




Abbildung 5: Positionale Konservierung des MTNR1B. Gezeigt wird die Aminosäure-Sequenz des 
Menschen, die Struktur wurde anhand publizierter Daten (Reppert et al., 1995) sowie 
http://www.uniprot.org/uniprot/P49286 erstellt. Hoch konservierte Regionen sind hellblau, 
konservierte in mittlerem blau, positiv selektionierte Region in dunkelblau dargestellt. Dicke 
Umrandung = positiv selektionierte Positionen bei den Primaten, Fettschrift = DRY-Äquivalent. 
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Tabelle 5 Omega- und log likelihood-Werte für MTNR1B 
Modell Omega log likelihood 
one-ratio 0,2583 -17894,410564 
free-ratio variabel  
M3 0,3192 (ω0 = 0,0598,  
ω1 = 0,3474, ω2 = 1,0839) 
-17235,378997 
M1a 0,3865 -17350,366569 
M2a 0,4115 -17348,020278 
M7 0,3083 -17248,715557 
M8 0,3217 -17223,752411 
Werte mit PAML unter Standardeinstellungen errechnet. 
 
3.1.2.3 Populationsgenetische Analysen 
Tajima’s D zeigte in den CEU Anzeichen für kürzliche Selektion (2,9356, p < 0,01), 
ferner in den CHB (2,4335, p < 0.05), den JPT (2,5945, p < 0,05) und den YRI (2,6218, p < 
0,05) (Tabelle 6). Bei den Sorben lag Tajima’s D bei 2,0566, erreichte jedoch nicht 
statistische Signifikanz. Die höchsten Werte für Fu und Li’s D* konnten für die CEU (2,3118, 
p < 0,02) und die YRI (2,3831, p < 0,02) berechnet werden. In ähnlicher Weise gestalt te es 
sich für Fu und Li’s F*, auch hier wurden die höchsten Werte bei den CEU (3,1055, p < 0,02) 
und den YRI (2,9853, p < 0,02) erreicht. Weitere Resultate dieser Untersuchung sind in 
Tabelle 6 ersichtlich. 
Tabelle 6 Populationsgenetische Variablen für MTNR1B 
Population Tajima’s D p Fu und Li’s D* p Fu und Li’s F* p 
CEU 2,9356 < 0,01 2,3118 < 0,02 3,1055 < 0,02 
CHB 2,4335 < 0,05 1,5950 < 0,05 2,3400 < 0,02 
JPT 2,5945 < 0,05 1,6802 < 0,05 2,4808 < 0,02 
Sorben 2,0566 n. s. 1,5570 < 0,05 2,1086 < 0,02 
YRI 2,6218 < 0,05 2,3831 < 0,02 2,9853 < 0,02 
Die Variablen wurden mit DnaSP berechnet. n. s. = nicht signifikant 
 
Der Fixierungsindex Fst zeigte für die beiden SNPs rs4753426 und rs10830963 
auffällige Unterschiede zwischen den Sorben und den anderen Populationen an. Besonders im 
Vergleich zu den asiatischen Populationen erreichte der Fst Werte über 0,2 (Tabelle 7). Für 
rs4753426 spiegelt sich der Fst > 0,5 auch in einem „Wechsel“ des kleinen (minor) Allels 
wider. In den Sorben ist es das C-Allel (MAF = 0,48)  während es bei den JPT (MAF = 0,30) 
und CHB (MAF = 0,30) das T-Allel ist. Auch für rs10830963 konnten Werte gezeigt werden, 
die auf Unterschiede zwischen den betrachteten Populationen hinweisen (Tabelle 7). Bei 
rs10830963 repräsentiert das G-Allel in allen Kohorten das kleine Allel, jedoch sind 
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Unterschiede in der Häufigkeit zu sehen. In der europäischen Population liegt die MAF bei 
0,30, CHB 0,48, JPT 0,49, Sorben 0,27 und YRI 0,05. 
Tabelle 7 Fst-Werte für rs4753426 und rs10830963 
     im Vergleich zu den Sorben 
 rs4753426 rs10830963 
Sorben vs. CEU 0,4645 0,1505 
Sorben vs. CHB 0,5066 0,2852 
Sorben vs. JPT 0,5119 0,3046 
Sorben vs. YRI 0,4675 0,0054 
 
In den YRI erreichte der unstandardisierte iHS einen Wert von -2,018. Dies bedeutet, dass die 
Haplotypen, welche auf dem abgeleiteten Allel (G-Allel) basieren, länger sind als 
Haplotypen, welche auf dem anzestralen Allel (C-Allel) basieren. Weitere signifikante iHS-




Im Rahmen dieser Studie wurde der Effekt von bekannten Varianten im MTNR1B auf 
die Glucose- bzw. Insulinhomöostase in den Sorben untersucht. Kürzlich publizierte 
Untersuchungsergebnisse wie Assoziationen zu erhöhter Nüchternglucose, ein negativer 
Effekt auf die Insulinsekretion sowie ein erhöhtes Ri iko für T2DM (Prokopenko et al., 2009; 
Lyssenko et al., 2009; Bouatia-Naji et al., 2009) konnten zumindest teilweise bestätigt 
werden. Für das rs10830963 G-Allel konnte eine Assoziati n mit erhöhten Nüchternglucose-
Spiegeln und reduzierter Betazellfunktion, impliziert durch HOMA-B, nachgewiesen werden 
(Prokopenko et al., 2009; Lyssenko et al., 2009). Auch in der vorliegenden Studie hatte 
rs10830963 den stärksten Einfluss auf Glucose- und Insulinspiegel. Dies bestätigt den Effekt 
des Signals auch vor dem Hintergrund unterschiedlicher Volksgeschichten und verschiedener 
Umweltfaktoren. Das C-Allel des rs4753426 hatte einen egativen Effekt auf die Betazell-
funktion. Interessanterweise konnte für dieses Allel kürzlich eine Korrelation mit 
abnehmender Sonnenscheindauer pro Tag beschrieben werden (Ji et al., 2010), was einen 
potentiellen Einfluss eines selektiven Drucks und/oder eine Interaktion mit Umweltfaktoren 
suggeriert. 
Das Hauptziel dieser Arbeit war, nicht nur bereits beschriebene Assoziationen zu 
replizieren, sondern auch die Konservierung des Gens zu untersuchen. Das MTNR1B ist 
insgesamt stark konserviert, was die biologische Relevanz des Gens untermauert. 
Interessanterweise zeigt die positionale Analyse, dass nicht alle Positionen des Gens gleich 
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stark konserviert sind. Positionen jedoch, die essentiell notwendig sind, um die 
Rezeptorfunktion aufrecht zu erhalten, sind hochgradi  konserviert, wie beispielsweise das 
NRY-Motiv (Positionen 137-139), welches eine wichtige Rolle im Aktivierungsmechanismus 
der GPCRs spielt. Im Detail konnte für MTNR1B durch PAML-Analysen ein 
durchschnittlicher ω-Wert unter eins (ω = 0,2583) errechnet werden, was für eine starke 
Konservierung zwischen den betrachteten Spezies spricht. Die spezifische Lineage-Analyse 
(free-ratio Modell) zeigte zudem, dass der finale Ast zum Menschen nicht konserviert ist, 
sondern wie vermutet (Ji et al., 2010) positiver Selektion unterliegt. Ferner wurde für 
nichtsynonyme Varianten im MTNR1B ein Zusammenhang mit Autismus-Spektrum-
Störungen beschrieben (Chaste et al., 2010). Diese Mutationen, welche zu einer veränderten 
Rezeptorfunktion führen, liegen alle in konservierten Regionen, was die Eignung und den 
Nutzen von evolutionären Analysen bei der Findung der funktionalen Relevanz von 
genetischen Polymorphismen bekräftigt. 
Der humane MTNR1B gehört zur GPCR-Familie, das Gen li gt auf Chromosom 
11q21-q22. Auch der MTNR1B besitzt die typische heptahelikale Transmembranstruktur mit 
vier extrazellulären Domänen, sieben Transmembran-Domänen, vier cytoplasmatischen 
Domänen sowie einem extrazellulären N- und einem intrazellulären C-terminalem Ende 
(Reppert et al., 1995). Auf genomischer Ebene umfasst das MTNR1B zwei Exons und ein 
Intron. Die im Rahmen dieser Studie untersuchten SNPs rs10830962 und rs4753426 liegen 
beide in der 5’- Region des Gens, rs12804291, rs7951037 und rs10830963 liegen alle im 
Intron. Die positionale Analyse (M3 Modell) implizierte, dass einzelne Domänen konserviert 
sind, wie z. B. das siebte und sechste Transmembranbündel. Ferner suggerierten die Daten, 
dass das extrazelluläre N-terminale Ende und im besonderes Maße das intrazelluläre C-
terminale Ende ab Position 330 (Arginin) unter positiver Selektion stehen. Dies deutet an, 
dass der Rezeptor in bestimmten Regionen Mutationen tolerieren kann, ohne jedoch an 
Funktionalität einzubüßen. Die Selektionsmodelle weisen auf eine rekurrente positive 
Selektion bei bestimmten Aminosäureresiduen entlang der MTNR1B-Phylogenie. Unterlag 
MTNR1B während der Vertebraten-Evolution starker negativer S lektion, so scheint der 
selektive Druck im Laufe der Menschheitsevolution signifikant abgenommen zu haben.  
Man muss sich jedoch der Tatsache bewusst sein, dass eine PAML-Analyse ihre 
Einschränkungen hat, denn man erhält lediglich Hinwe se auf Selektion indem man stark 
konservierte Regionen berechnet. Somit können Evolutionsanalysen auf die funktionelle 
Relevanz eines SNPs, der beispielsweise in den Glucosestoffwechsel involviert ist, hinweisen. 
Dies kann letztendlich nicht nur dazu führen, funktionelle Konsequenzen genetischer 
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Varianten besser zu verstehen, sondern auch zu einem b sseren Verständnis der 
Pathophysiologie humaner Erkrankungen beitragen. 
Die populationsgenetischen Daten lieferten signifikante Hinweise auf eine nicht 
neutrale Selektion von MTNR1B-Allelen, wie es anhand von Variablen wie Tajima’s D und 
Fu und Li’s D* verdeutlicht wird. Indices wie der Fst enthüllten zudem 
populationsspezifische Unterschiede (Fst > 0,2), insbesondere für rs10830963 und rs4753426. 
Für diese beiden Varianten konnten zudem in der vorliegenden Studie bereits bekannte 
Assoziationen zu Glucose- und Insulinparametern in de  Sorben repliziert werden. Die 
Variante rs10830963 selbst liegt zwar im Intron, aber rs4753426 liegt in der 5’ Region und 
könnte möglicherweise in die Regulation der Promoteraktivität involviert sein. Weitere 
funktionelle Studien sind aber vonnöten, um eine klare Aussage zur funktionellen Relevanz 
der SNPs treffen zu können. 
Eine höhere Frequenz von Risikoallelen könnte unter einem umweltbedingten Druck 
selektiert worden sein. Dies stimmt mit kürzlich berichteten Assoziationen des rs4753426 C-
Allels mit der Sonnenscheindauer überein (Ji et al., 2010). Betrachtet man die 
Sonnenscheindauer als Umweltfaktor, welcher einen selektiven Druck auslösen kann, muss 
man jedoch berücksichtigen, dass die Assoziationen d s rs4753426 mit Merkmalen des 
Glucosestoffwechsels nur moderat waren und somit den Diabetes als Folge bzw. Auswirkung 
der Sonnenscheindauer nicht notwendigerweise unterstü zen. 
Zusammenfassend lässt sich somit sagen, dass diese Studie die physiologische 
Relevanz des MTNR1B im Kontext der Glucosehomöostase unterstützt und kürzliche 
Selektion dieses Gens vorschlägt. Die genauen Mechanismen, welche die mögliche 
Anpassung des zirkadianen Rhythmus an Änderungen im Glucosestoffwechsel erbringt, 
müssen jedoch noch weiter untersucht werden. 
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3.2 Zeichen der Selektion im FTO (Fat Mass and Obesity Associated) Gen 
 
3.2.1 Hintergrund zum FTO 
 
In GWAs konnten genetische Varianten identifiziert werden, welche mit Übergewicht 
oder relevanten Merkmalen assoziiert sind. Hierzu gehören auch Varianten im Fat Mass and 
Obesity Associated Gen (FTO), welches in einem genomweiten Scan für T2DM identifiziert 
und in mehr als 38000 europäischen Probanden verifizi t werden konnte (Frayling et al., 
2007). Hier konnte für den repräsentativen SNP rs9939609 eine starke Assoziation zu einem 
erhöhten BMI gezeigt werden. Dieser SNP kartiert im ersten Intron und konnte in mehreren 
Studien robust repliziert werden (Gonzalez-Sanchez et al., 2009; Hotta et al., 2008; Hunt et 
al., 2008; Kring et al., 2008; Loos and Bouchard, 2008; Peeters et al., 2008; Yajnik et al., 
2009). In einer afrikanischen Kohorte und den Han Chinesen konnte jedoch keine Assoziation 
gezeigt werden (Hennig et al., 2009; Li et al., 2008). In der sorbischen Population wurde 
zudem zusätzlich zu dem Assoziationssignal im ersten Intron ein zweites, stärkeres Signal im 






Ursprünglich wurde das FTO im Zusammenhang mit fusionierten Zehen (fused toes) 
bei Mäusen (vanderHoeven et al., 1994), zusammen mit weiteren starken Fehlbildungen, die 
zu einem vorzeitigen Abort führten, beschrieben. Durch gezieltes Klonen konnte die Region 
weiter eingegrenzt werden (Peters et al., 1999). FTO knockout-Mäuse scheinen vor einer 
Adipositas geschützt zu sein; sie besitzen geringeres Fettgewebe und erhöhten Energieumsatz 
(Fischer et al., 2009). Zudem zeigten die knockout-Mäuse eine postnatale 
Wachstumsverzögerung (Fischer et al., 2009). Auch beim Menschen konnte eine missense-
Abbildung 6:  
Assoziationssignal für FTO-
Varianten in den Sorben. Das 
beste Signal ist dunkelblau 
dargestellt (rs17818902, p = 
0,00063). Graphik aus Tönjes et
al. EJHG (2010). 
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Mutation im FTO beschrieben werden, welche zu Wachstumsverzögerungn und schweren 
Missbildungen führt (R316Q) (Boissel et al., 2009). Mit bioinformatischen Methoden konnte 
zudem gezeigt werden, dass FTO Motive mit Fe2+- und 2-Oxoglutarat-abhängigen 
Oxygenasen gemeinsam hat und rekombinantes, murines FTO die Demethylierung von 3-
Methylthymin in einzelsträngige DNS katalysiert (Gerken et al., 2007). 2008 konnte gezeigt 
werden, dass das FTO alten Ursprungs ist und es wurde ein Alter von ca. 450 Millionen 
Jahren vorgeschlagen (Fredriksson et al., 2008). 
Diese Befunde implizieren populationsspezifische Effekte von FTO-Allelen und 
werfen die Frage auf, ob FTO einer natürlichen Selektion unterliegt und/oder 
populationsspezifische Zeichen für Selektion aufweist.  
 




Die PAML-Analysen ergaben eine umfassende Konservierung des FTO, impliziert 
durch ein ω von 0,1674 im one-ratio Modell (l =-18491,92). Unter dem free-ratio Modell 
reichten die ω-Werte von 0,0001 (Mensch und Gorilla) bis 0,7866 (Rhesusaffe), l = -
18390,18. Somit liegt auch in der Einzelbetrachtung eine Konservierung des FTO vor. Für 
weitere ω-Werte des free-ratio Modells siehe Abbildung 7. Der LRT für Lineage-Spezifität 
von ω ist mit 2∆l = 202,03 weitaus größer als die Werte einer χ²-Tafel mit df = 64 (p < 0,001). 
Mit den Modellen M1a und M2b wurden sowohl der gleich  log likelihood-Wert (-18133,18) 
als auch der gleiche ω-Wert berechnet (0,2788). Ein LRT war somit hinfällig. Im Modell M3 
wurde ein durchschnittliches ω von 0,1883 berechnet, l = -17970,79. Der LRT (M0 vs. M3) 
geht wieder über die Skala einer χ²-Verteilung mit df = 4 hinaus (p < 0,001). Die drei 
Kategorien bei FTO entsprechen sehr stark negativer Selektion (ω0 = 0,0181), stark negativer 
Selektion (ω1 = 0,1531) sowie negativer Selektion (ω2 = 0,5895). Es wurden in diesem 
Modell keine positiv selektionierten Positionen detektiert. In die erste Kategorie entfielen 
37,3 % der Positionen, in die Zweite 43,1 % und in die Dritte 19,6 % (Abbildung 8). Die 
Position der mit schweren Missbildungen in Verbindug gebrachte Variante R316Q (Boissel 
et al., 2009) war in dieser Analyse sehr stark konserviert. Auch bei den Modellen M7 und M8 
wurde ein durchschnittliches ω < 1 errechnet. Im Modell M8 wurden zudem sieben Positionen 




Abbildung 8: FTO Spezies Baum mit ω-Werten für jeden Ast. Omega bezeichnet die Konservierung, 
die Werte entstammen dem free-ratio Modell. Die Phylogenie wurde anhand fachspezifischer 
Literatur erstellt (Murphy et al., 2001; Delsuc et al., 2002; Asher et al., 2009). Für 
Artenbezeichnungen siehe Anhang, Tabelle 13. 
 
erfasst, welche positiv selektioniert sind: 128 (Threonin), 148 (Isoleucin), 159 (Alanin), 173 
(Serin), 193 (Isoleucin), 412 (Glycin), 441 (Serin). Für die Position 148 wurde eine Variante 
in einem schlanken Probanden gefunden (I148R), welche jedoch keine Auswirkungen auf die 
Enzymaktivität zu haben scheint (Meyre et al., 2010). Der Test für positiv selektionierte 
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Positionen (M7 vs. M8) 2∆l = 8,60, p = 0,02 (df = 2). Tabelle 8 fasst die Ergebnisse der 
PAML-Analysen zusammen, Tabelle 9 der LRTs. Die starke Konservierung des FTO wurde 
auch auf der Datamonkey-Plattform bestätigt. 
 
 
Abbildung 8: Positionale Konservierung des FTO. Als Referenz diente die Sequenz des Menschen 
(siehe Anhang, Tabelle 15). 
 
Tabelle 8 Omega- und log likelihood-Werte für FTO 
Modell Omega log likelihood 
one-ratio 0,1674 -18491,919662 
free-ratio variabel -18390,183091 
M3 0,1883 (ω0 = 0,0181,  
ω1 = 0,1531, ω2 = 0,5895) 
-17970,790363 
M1a 0,2788 -18133,180828 
M2a 0,2788 -18133,180828 
M7 0,1916 -17970,432959 
M8 0,1923 -17966,130752 
Werte mit PAML unter Standardeinstellungen errechnet. 
 
Tabelle 9 Zusammenfassung der LRTs für FTO 
LRT Modelle 2∆l df Signifikanz 
one-ratio Ast-spezifische Analyse 
free-ratio 
202,03 64 < 0,001* 
one-ratio 
Heterogenität entlang der Äste 
discrete 
1042,26 4 < 0,001* 
beta 
Positive Selektion 
beta and omega 
8,60 2 0,02 







Sehr stark konserviert;ω0 = 0,0181, p0 = 37,3 %
Stark konserviert;ω1 = 0,1531, p1 = 43,1 %
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3.2.2.1 Populationsgenetische Analysen 
 
Die Analysen mit DnaSP gaben signifikante Hinweise auf nicht neutrale Selektion des 
FTO. Über den gesamten Lokus konnten anhand von Tajima’s D signifikante (p < 0,05) 
Abweichungen von einer neutralen Selektion des Lokus detektiert werden (Tabelle 10). Auch 
Fu und Li’s D* und Fu und Li’s F* unterstützen diesen Befund.  
 
Tabelle 10 Ergebnisse der Analysen für Tajima’s D und Fu und Li’s D* und F* 
Daten h SNPs Tajima's D p Fu und Li's D*  p Fu und Li's F*  p 
FTO Gen         
CEU  120 155 2,8228 ** 2,4349 ** 3,1269 ** 
CHB  90 152 2,1730 *  2,0845 ** 2,5467 ** 
JPT  90 152 2,3878 *  1,7632 ** 2,4324 ** 
Sorben 68 155 2,6050 *  2,1099 ** 2,7689 ** 
YRI  120 147 2,8541 ** 2,5895 ** 3,2467 ** 
Intron 1         
CEU 120 31 2,7679 ** 1,3029 # 2,2632 ** 
CHB  90 30 1,8061 # 1,9138 ** 2,2404 ** 
JPT  90 30 1,9073 # 1,9138 ** 2,2869 ** 
Sorben  68 31 2,4806 * 1,3210 # 2,0930 ** 
YRI  120 27 2,6733 * 1,8886 ** 2,6320 ** 
Intron 3         
CEU  120 12 3,3780 ** 1,4607 #  2,5645 ** 
CHB  90 11 2,7264 ** 1,4261 #  2,2333 ** 
JPT  90 11 3,0817 ** 1,4261 #  2,3809 ** 
Sorben 68 12 2,7653 ** 1,4762 #  2,2750 ** 
YRI  120 12 3,4569 ***  1,4607 #  2,5984 ** 
Die Variablen wurden mit DnaSP berechnet. h = Anzahl der Haplotypen; * p < 0,05; ** p < 0,02; *** p < 
0,001; # 0,1 > p > 0,05 
 
Für Tajima’s D wurde ferner eine sliding windows Analyse durchgeführt. Hier wurden die 
Haplotypen in konsekutiven Fenstern von zehn SNPs betrachtet, welche um zwei SNPs 
überlappen. Für jedes der Fenster wurde ein Mittelwert errechnet, welcher in Abbildung 9 
graphisch dargestellt ist.  
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Japaner; n = 45
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Abbildung 9: Sliding windows Analysen für Tajima’s D. 
Anhand des Haplotters konnte in den CEU für rs7193144 und rs8050136 signifikante, 
standardisierte iHS-Werte gezeigt werden (iHS > 2), beide SNPs sind in der sorbischen 
Population mit BMI assoziiert (Tönjes et al., 2009). Für den SNP im ersten Intron, rs9939609, 
welcher in verschiedenen Kohorten besonders robust repliziert werden konnte, war der iHS in 
den CEU grenzwertig (1,991). Für die SNPs im dritten Intron sind in allen untersuchten 
Populationen die iHS-Werte sehr gering (- 2 < iHS < 2) und somit in Bezug auf das Genom 
nicht signifikant. Beim unstandardisierten iHS zeigt sich ein ähnliches Bild wie für den 
standardisierten iHS. Der unstandardisierte iHS verhält sich in den Sorben ähnlich wie bei den 
CEU (mit Ausnahme von rs16945088). Für die Varianten rs17818902 und rs17818920 zeigen 
sich in den Sorben fast doppelt so hohe iHS-Werte wie bei den CEU (1,468 bzw. 0,619), 
jedoch sind auch diese Werte nicht signifikant. Es konnte zudem im dritten Intron eine 
Korrelation zwischen der Assoziation mit BMI in den Sorben sowie der Stärke des iHS 
gezeigt werden (Tabelle 11).  
 
Tabelle 11 Unstandardisierte iHS-Werte für FTO-SNPs 
SNP p (BMI)  Intron  CEU CHB JPT Sorben YRI p/beta 
rs1861869 0,01465 1 -0,766 0,212 -0,839 -0,294 0,171 
rs1861868 0,00938 1 -1,029 -0,049 -1,005 -0,869 -0,670 
rs9940700 0,07348 1 0,539 -0,618 -0,401 0,000 -0,491 
rs9939973 0,005447 1 -1,411 -0,865 -0,664 -0,667 -0,336 
rs9940128 0,01583 1 -1,411 -0,866 -0,665 -0,667 -0,337 
rs9922047 0,01035 1 0,220 -0,876 -1,006 -0,400 -1,502 
rs16952522 0,1976 1 n. e. -1,994 -1,746 n. e. n. e. 
rs17817288 0,006795 1 -0,500 0,294 0,534 0,274 -0,604 
0,068/ 
-0,501 
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SNP p (BMI)  Intron  CEU CHB JPT Sorben YRI p/beta 
rs1477196 0,02183 1 -1,057 -1,701 -1,891 -1,197 n. e. 
rs1121980 0,004003 1 1,179 0,197 -0,109 0,529 0,333 
rs7193144 0,003387 1 1,550 0,727 0,649 0,826 0,793 
rs16945088 0,5796 1 0,220 -1,380 -1,338 -1,989 -0,892 
rs8050136 0,003092 1 1,361 0,741 0,667 0,747 0,336 
rs9939609 0,008727 1 1,361 0,411 0,088 0,375 -0,016 
rs9930506 0,02465 1 1,220 0,741 0,667 0,748 0,005 
 
rs11075994 0,9537 2 0,772 0,149 0,493 0,912 1,248 
rs1421090 0,1254 2 -0,309 -0,916 0,103 -0,598 -0,753 
rs9972717 0,7354 2 -1,648 n. e. n. e. -1,106 n. e. 
rs10852522 0,001739 2 0,199 0,111 0,138 0,146 0,889 
0,041/ 
-0,959 
rs10521308 0,7355 3 n. e. -0,943 -1,439 n. e. -1,172 
rs17818902 0,000632 3 0,590 1,101 0,915 1,468 0,860 
rs17818920 0,0007213 3 0,590 1,101 0,915 1,468 0,859 
rs8053367 0,0009839 3 -0,348 -0,427 -0,348 -0,760 0,093 
rs8053740 0,001025 3 -0,348 -0,427 -0,348 -0,760 0,093 
rs7203051 0,001116 3 -0,348 -0,427 -0,348 -0,760 0,132 
rs7205009 0,001319 3 -0,348 -0,427 -0,348 -0,760 0,087 
rs7205213 0,001292 3 -0,348 -0,460 -0,399 -0,871 0,087 
0,009 / 
0,881 
n. e. = nicht ermittelbar, beta bezeichnet den Effekt d r unabhängigen Variable auf den iHS  
 
Die Fst-Werte zeigen erwartungsgemäß an, dass die Sorben und CEU sehr ähnlich 
sind (Fst ≤ 0,02, Tabelle 12). Über den FTO-Lokus konnten kaum signifikante Fst-Werte 
beobachtet werden, lediglich für den SNP rs9940700 im Vergleich zwischen Sorben und 
CHB (Fst = 0,4219) sowie im Vergleich zwischen Sorben und JPT (Fst = 0,3889, Tabelle 12). 
 
Tabelle 12 Fst-Werte zwischen Sorben und anderen Populationen 
  Fst 













rs1861869 1 0,0040 0,1283 0,0919 0,0081 
rs1861868 1 0,0017 0,0912 0,0592 0,0558 
rs9940700 1 0,0021 0,4219 0,3889 0,2070 
rs9939973 1 0,0059 0,0751 0,0543 0,0062 
rs9940128 1 0,0059 0,0751 0,0543 0,0062 
rs9922047 1 0,0063 0,0034 0,0034 0,0781 
rs16952522 1 0,0020 0,0016 0,0150 0,0055 
rs17817288 1 0,0060 0,0067 0,0064 0,0135 
rs1477196 1 0,0045 0,0053 0,0053 0,1362 
rs1121980 1 0,0059 0,0751 0,0543 0,0059 
rs7193144 1 0,0053 0,1005 0,0664 0,0063 
rs16945088 1 0,0061 0,0064 0,0062 0,0924 
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  Fst 













rs8050136 1 0,0047 0,1005 0,0664 0,0032 
rs9939609 1 0,0047 0,1005 0,0664 0,0049 
rs9930506 1 0,0059 0,0751 0,0482 0,0789 
rs11075994 2 0,0043 0,0041 0,0201 0,0332 
rs1421090 2 0,0132 0,1470 0,1807 0,0276 
rs9972717 2 0,0050 0,0761 0,0522 0,1063 
rs10852522 2 0,0054 0,0456 0,0037 0,0053 
rs10521308 3 0,0174 0,0387 0,0387 0,0061 
rs17818902 3 0,0154 0,0011 0,0015 0,0598 
rs17818920 3 0,0154 0,0011 0,0015 0,0598 
rs8053367 3 0,0029 0,0062 0,0006 0,0029 
rs8053740 3 0,0029 0,0062 0,0006 0,0029 
rs7203051 3 0,0029 0,0062 0,0006 0,0038 
rs7205009 3 0,0029 0,0062 0,0006 0,0029 




Für das FTO konnte in genomweiten Assoziationsstudien gezeigt werden, dass 
bestimmte Varianten die Genese eines T2DM durch einen erhöhten BMI beeinflussen können 
(Dina et al., 2007; Frayling et al., 2007; Hunt et al., 2008; Scuteri et al., 2007). Die 
ursprünglich beschriebene Variante liegt im ersten Intron des FTO (Frayling et al., 2007), 
wohingegen in den Sorben ein zusätzliches, stärkeres Assoziationssignal im dritten Intron 
beschrieben werden konnte (Tönjes et al., 2009). Dies warf die Frage auf, wie stark das Gen 
konserviert ist und ob FTO populationsspezifischer Selektion unterliegt. 
In der vorliegenden Studie konnte mittels PAML-Analysen gezeigt werden, dass FTO, 
wie vermutet, hochgradig konserviert ist. Angezeigt wurde dies durch ω = 0,1674 im one-
ratio Modell. Die Ast-spezifische Analyse konnte ferner z igen, dass FTO auf dem finalen 
Ast zum Menschen sehr stark konserviert ist (ω = 0,0001). Auch im diskreten Modell zeigte 
sich, dass die meisten Positionen stark (43 %) odersehr stark (37 %) konserviert sind. Zudem 
unterstützen diese Ergebnisse bereits publizierte Daten (Ohashi et al., 2007). Insgesamt 
sprechen die Daten also für eine hochgradige Konservierung des FTO, wobei Modelle 
bevorzugt werden, die variable ω-Werte zulassen, wie durch diverse LRT angezeigt wurde. 
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Wie oben erwähnt ist das FTO insgesamt stark konserviert und unterliegt negativer 
Selektion, insbesondere auf dem finalen Ast zum Menschen. Dies untermauert die biologische 
Relevanz des Gens, da funktionell wichtige Gene erwartungsgemäß hochgradig konserviert 
sind (Yang and Nielsen, 2008). Einige Positionen des G ns sind nicht konserviert und es kann 
nicht ausgeschlossen werden, dass mehr FTO-Varianten in der Vergangenheit positiver 
Selektion unterlegen waren (z. B. um Nährstoffe effktiver zu speichern). Negative Selektion 
ist ein wichtiges Mittel der Evolution und dient dazu, die optimierte Form eines Gens zu 
bewahren (Barreiro et al., 2008). Die hochgradige Konservierung des FTO spricht dafür, dass 
bestimmte Varianten im Gen bzw. das Gen an sich in der vorliegenden Form seine Funktion 
am besten erfüllen kann. Schädliche Mutationen werden nicht fixiert. Treten in stark 
konservierten Genen Mutationen auf, so geht man im Allgemeinen davon aus, dass diese 
Mutationen stärkere Konsequenzen haben als Mutationen i  weniger stark konservierten 
Regionen. Bei der Entschlüsselung der Kristallstruktur des FTO wurden bereits einige 
Positionen aufgezeigt, die für die korrekte Konformation essentiell sind (Han et al., 2010). In 
der hier vorliegenden Arbeit konnte bestätigt werden, dass diese Positionen stark bis sehr 
stark konserviert sind. 
Bei den PAML-Analysen wurde lediglich der kodierend Bereich des FTO untersucht. 
Die SNPs, welche die starken Assoziationen zu BMI zeigen, liegen jedoch im ersten (Frayling 
et al., 2007) bzw. dritten (Tönjes et al., 2009) Intro . Statistische Tests, die in humanen 
Populationen durchgeführt werden, sind unabhängig von kodierenden Regionen. Der Fst 
zeigte für FTO nur geringfügige Unterschiede zwischen den betracheten Populationen an. Im 
Vergleich zu den Sorben konnten nur für einen SNP im ersten Intron, rs9940700, signifikante 
Unterschiede zu asiatischen Populationen detektiert w rden. Jedoch ist Fst allein kein 
Hinweis auf umweltbedingte Unterschiede zwischen Populationen. Die standardisierten iHS-
Werte implizierten ebenso, dass selektiver Druck auf FTO herrscht. Die meisten Werte waren 
jedoch, ebenso wie die unstandardisierten iHS-Werte, in Relation zum Genom nicht 
signifikant (- 2 < iHS < 2). Zum Teil lassen sich Unterschiede in der Ausprägung des iHS 
feststellen, zum Beispiel liegt der unstandardisierte iHS für rs17818920 in den CEU bei 
0,590, in den Sorben bei 1,468. Dies kann die Reflektion umweltbedingter Unterschiede sein. 
Jedoch ist an dieser Stelle anzumerken, dass in die Analysen insgesamt nur 147 – 155 SNPs 
eingeschlossen waren, was die Aussagekraft erheblic herabsetzt. 
Mit Tajima’s D konnten über den gesamten Lokus in allen untersuchten Populationen 
signifikante Anzeichen für eine nicht-neutrale Selektion gezeigt werden. Unterstützt wurde 
dieser Befund durch Fu und Li’s D* und Fu und Li’s F*. Besonders ins Auge fällt die 
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Tatsache, dass die Streuung der Werte für Tajima’s D, ebenso wie Fu und Li’s D*, im dritten 
Intron geringer war als im ersten Intron. Zudem waren für Tajima’s D die Werte im dritten 
Intron im Vergleich zum ersten Intron leicht erhöht. Da die Anzahl der SNPs in dieser Region 
jedoch recht gering ist (n = 11 bzw. 12), ist auch hier die Aussagekraft reduziert. 
Populationsgenetische Variablen sind eine Möglichkeit, sich der Theorie des 
sparsamen Genotyps (Neel, 1962) zu nähern. Laut dieser Theorie brachten gewisse Varianten 
im menschlichen Genom dem Allelträger Vorteile gegenüber Nichtträgern indem diese 
Varianten die effektivere Speicherung von Nährstoffen begünstigen (siehe Abbildung 1). Es 
wurde postuliert, dass solche „sparsamen“ Risikovarianten erwartungsgemäß eher abgeleitete 
Varianten mit großer Häufigkeit sind (Southam et al., 2009). Für ozeanische Populationen 
wurde anhand von Allelfrequenzen sowie anhand des Vergleichs der Sequenzen von Mensch, 
Schimpanse und Maus bereits dargelegt, dass FTO die Hypothese des sparsamen Genotyps 
nicht erfüllt (Ohashi et al., 2007). In dieser Studie wurden Polymorphismen im ersten Intron 
des FTO untersucht, die Assoziationen zu erhöhtem BMI konnte  hier nicht bestätigt werden. 
Angesichts der beschriebenen Assoziationen im dritten Intron (Tönjes et al., 2009) könnten 
neue Untersuchungen zu einem anderen Resultat führen. Zudem konnte im Rahmen der hier 
vorliegenden Arbeit anhand von umfangreicheren Analysen gezeigt werden, dass einzelne 
Varianten im FTO positiver Selektion unterlegen sind, was zumindest iese Veränderungen 
im Gen als Kandidaten für den sparsamen Genotyp in Frage kommen lässt. 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass das FTO insgesamt stark konserviert ist, 
sowohl in humanen Populationen, als auch über mehrere Spezies hinweg betrachtet. Dies 
unterstützt die Theorie, dass FTO möglicherweise im Kontext von Energiehomöostase von
biologischer Relevanz ist. 
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Die Hypothese des sparsamen Genotyps ist insbesondere mit Zunahme der Adipositas 
in der westlichen Gesellschaft im wahrsten Sinne des Wortes in vieler Munde. Wirklich 
belegt wurde diese Theorie bislang ebensowenig wie wid rlegt. Ebenso hat man noch nicht 
„den“ sparsamen Genotyp gefunden. Anhand verschiedener Methoden wurde bereits 
versucht, eine oder mehrere Varianten zu finden, die diese Theorie erfüllen. Doch bislang 
konnten lediglich Hinweise, die für diese Theorie sprechen, gefunden werden. So wurden z. 
B. populationsgenetische Datenbankeinträge zu T2DM-assoziierten Genen analysiert, um 
darin Anzeichen zu finden, die für (oder gegen) densparsamen Genotyp sprechen (Southam 
et al., 2009). Grundhypothesen in dieser Untersuchung waren, dass es zum Einen signifikante 
Unterschiede zwischen Populationen geben muss, und dass zum Anderen das krankmachende 
Allel abgeleitet sein muss (Southam et al., 2009). In dieser Studie konnten keine konstant 
signifikanten Zeichen für Selektion gefunden werden und man schlägt die Untersuchung 
weiterer Loci vor.  
Im Fokus der hier vorliegenden Arbeit lagen die Gene MTNR1B und FTO, für welche 
Assoziationen mit Parametern des Glucosestoffwechsels bzw. einem erhöhten BMI 
beschrieben wurden. Die zentrale Zielstellung dieser Arbeit war, zu klären, inwiefern die 
beiden Gene der Theorie des sparsamen Genotyps entsprechen. Die Herangehensweise war in 
beiden Fällen gleich, es wurde eine Sequenzanalyse mitt ls PAML ebenso durchgeführt, wie 
statistische Analysen der Populationsgenetik. Durch die gewonnenen Daten wurden Hinweise 
auf den selektiven Druck zwischen verschiedenen Spezies sowie zwischen bzw. innerhalb von 
Populationen ermittelt. Beide Gene waren über sämtliche Spezies hinweg betrachtet 
durchschnittlich stark bis sehr stark konserviert. In der Einzelbetrachtung der analysierten 
Spezies zeigte sich aber, dass MTNR1B beim Menschen nicht konserviert, sondern positiver 
Selektion unterlegen ist, impliziert durch ein ω > 1. Die Rezeptorstruktur weißt ebenso 
Positionen auf, welche nicht konserviert sind, jedoch sind funktionell bedeutende Positionen 
stark konserviert. Dies deutet darauf hin, dass diese positiv selektionierten Varianten 
eventuell unter umweltspezifischen Einflüssen selektioniert worden sein könnten, da sie unter 
bestimmten Voraussetzungen Vorteile für den Träger brachten. Auch für das FTO wurden 
einzelne Positionen detektiert, die positiv selektioniert sind. Insgesamt betrachtet zeigte sich 
das Gen jedoch stark konserviert.  
Die populationsgenetischen Analysen unterstützten di  Resultate der PAML-Analysen 
insofern, als sie Hinweise auf nicht-neutrale Selektion beider Loci suggerieren. Bei MTNR1B 
4.   Abschließende Diskussion 
 
40 
präsentierten sich nicht nur Unterschiede zwischen den Populationen, angezeigt durch einen 
hohen Fst, sondern auch innerhalb der Populationen (Tajima’s D, Fu’s und Li’s D* und F*). 
Beim FTO konnte in sliding windows Analysen ein, wenn auch geringfügig, höheres Signal 
für kürzliche Selektion im Bereich des dritten Introns gezeigt werden, wo auch das in den 
Sorben beschriebene zusätzliche Assoziationssignal liegt. Zudem gibt es eine leicht 
signifikante Assoziation zwischen der Ausprägung des iHS und der Stärke der Assoziation 
mit BMI in den Sorben. Für beide Gene kann somit die Hypothese des sparsamen Genotyps 
nicht grundsätzlich ausgeschlossen werden. Jedoch sind in Bezug darauf weitere 
Untersuchungen angebracht, insbesondere im Rahmen der Populationsgenetik. Ergänzend 
hierzu wären weitere Assoziationstudien insbesondere zu den beschriebenen Varianten im 
dritten Intron des FTO interessant, da dies zusätzliche, neue Informationen bringen könnte, 
die vielleicht auch in den ozeanischen Bevölkerungen n ue Erkenntnisse zum sparsamen 
Genotyp liefern könnten (vgl. Ohashi et al., 2007). 
Dessen ungeachtet weisen die Methoden gewisse Limitierungen auf. Bei der 
Sequenzanalyse wird lediglich ein Vertreter jeder Art analysiert, welcher jeweils repräsentativ 
für die gesamte Art steht. Auch wird bei dieser Artvon Analyse lediglich der kodierende 
Bereich einer Sequenz betrachtet. Somit können Varianten im intronischen Bereich nicht, 
oder zumindest nicht direkt, erfasst werden. Wichtige Informationen können somit 
gegebenenfalls nicht verarbeitet werden. Eine solche Sequenzanalyse allein ist folglich wenig 
geeignet, um eine definitive Aussage zur Form der Slektion innerhalb eines Locus zu 
machen. 
 Auch bei den populationsgenetischen Analysen gibt es Schwachpunkte. So basiert  
z. B. der iHS darauf, dass gewisse Allele anzestral und andere abgeleitet sind. Ob ein Allel 
ursprünglich ist, wird gemeinhin ermittelt, indem die entsprechende Variante mit der 
entsprechenden Variante des Schimpansen verglichen wird (Hacia et al., 1999), da dieser der 
nächste noch lebende Verwandte des Menschen ist. Entspricht eine Variante der des 
Schimpansen, so wird diese zur anzestralen Variante „erklärt“. Jedoch kann dies zu falschen 
Schlussfolgerungen führen, da mit dieser Methode nicht ausgeschlossen werden kann, dass 
bei beiden Arten die gleiche Variante parallel (oder aus einer aus einer ganz anderen 
Variante) entstanden ist. Dies ist ein generelles „Problem“ der Populationgenetik und man 
sollte berücksichtigen, dass diese Daten noch validiert werden müssten. Ebenso muss die neu 
entstandene Variante nicht unbedingt die krankmachende sein, auch eine anzestrale Variante 
kann durchaus negativ belastet sein. 
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Bei dieser Untersuchung waren zudem die „Rahmenbedigungen“ etwas limitiert. 
Durch die hochgradige Verwandtschaft der Sorben untereinander standen hier nur wenige 
Individuen zur Verfügung. Zudem deckten die vorliegenden Chipdaten sowohl im Bereich 
des MTNR1B als auch beim FTO nicht alle bekannten SNPs direkt ab, was die Aussagekr ft 
zusätzlich einschränkt. Für die HapMap-Daten standen b deutend mehr SNP-Daten zur 
Verfügung, welche anhand der sorbischen Daten gefiltert wurden. Dies führt zu einem 
ascertainment bias, also einer nicht-zufälligen Auswahl der untersuchten Proben und somit 
eventuell auch einer Beeinflussung des Ergebnisses durch die Auswahl des Datensatzes. 
Insbesondere bei Betrachtung der sliding windows Analysen (hier nur für das FTO aufgeführt) 
sollte man diesen Aspekt stets berücksichtigen.  
Aus den vorliegenden Gründen erschließt sich somit, dass man immer mehrere 
populationsgenetische Variablen in Kombination betrachten sollte, um sich einen breiteren 
Überblick verschaffen zu können. Zudem ist eine Verknüpfung mit Sequenzanalysen 
hilfreich, da die meisten populationsgenetischen Variablen, wie der Fst, keinen direkten 
Hinweis auf die „Richtung“ der Selektion geben könne . Insgesamt kann man somit im 
Besonderen das MTNR1B für den sparsamen Genotypen vorschlagen. Es zeigen sich hier 
nicht nur besonders viele positiv selektionierte Positi nen in einem insgesamt stark 
konservierten Gen, sondern auch im Vergleich zwischen den Populationen sind Unterschiede 
zu erkennen. Doch auch beim sehr stark konservierten FTO könnten weitere Untersuchungen 
insbesondere in Bezug auf das dritte Intron aufschlussreiche Erkenntnisse bringen. Gerade in 
den asiatischen Bevölkerungen wären unter Berücksichtigung der sliding windows Analysen 
und in Anbetracht der Tatsache, dass hier die Assoziati nen im ersten Intron z. T. nicht 
repliziert werden konnten (Hennig et al., 2009; Li et al., 2008), weitere Untersuchungen 
wünschenswert . 
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Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit wurde anhand statistischer Methoden die 
molekulare Evolution des Melatoninrezeptor 1 B-Gens (MTNR1B) und des Fat Mass and 
Obesity Associated-Gens (FTO) betrachtet. Für beide Gene konnte bereits eine tragnde Rolle 
in der Genese des metabolischen Syndroms nachgewiesen werden. Während Varianten im 
MTNR1B den Glucose- und Insulinhaushalt negativ beeinflussen (Bouatia-Naji et al., 2009; 
Lyssenko et al., 2009; Prokopenko et al., 2009), scheinen Varianten im FTO einen erhöhten 
Körpermasseindex (BMI) zu vermitteln (Frayling et al., 2007; Dina et al., 2007; Loos and 
Bouchard, 2008; Hunt et al., 2008).  
Die Hypothese des sparsamen Genotyps besagt, dass Individuen mit einer genetischen 
Prädisposition, die es ihnen ermöglicht, Energie effizi nter zu speichern, zu Zeiten von 
Nahrungsmangel einen Fitness-Vorteil gegenüber Nicht-Trägern dieser Prädiposition haben 
(Neel, 1962). Um sich dieser Theorie etwas anzunäher , wurde im Rahmen der hier 
vorliegenden Arbeit die molekulare Evolution der Gene MTNR1B und FTO betrachtet. Hierzu 
wurde zum Einen die Konservierung zwischen den Spezies mit Phylogenetic Analysis by 
Maximum Likelihood (PAML) betrachtet, zum Anderen wurde das evolutionäre Regime 
zwischen menschlichen Populationen anhand verschiedener populationsgenetischer 
Variablen, wie dem Fixierungsindex (Fst) und dem integrated Haplotype Score (iHS), näher 
beleuchtet. Es konnte gezeigt werden, dass beide Gen im Querschnitt über die betrachteten 
Spezies stark konserviert sind. In der Einzelbetrach ung der Spezies ist MTNR1B auf dem 
finalen Ast zum Menschen jedoch nicht konserviert, sondern unterliegt positiver Selektion. 
Dies könnte ein Hinweis auf umweltbedingte Einflüsse sein. Essentielle Residuen für die 
Aufrechterhaltung der Rezeptorfunktion (z. B. das NRY-Motiv, Positionen 137-139) sind 
ebenso konserviert. Das FTO ist auch in der Einzelbetrachtung der Spezies konserviert. 
Lediglich in einem Modell konnten positiv selektionerte Positionen ermittelt werden. Auch 
die populationsgenetischen Variablen sprechen bei beiden Genen für nicht-neutrale Evolution 
beider Loci. Während bei MTNR1B populationsspezifische Unterschiede anhand des Fst 
detektiert werden konnten, zeigten sich bei FTO insbesondere marginale Korrelationen 
zwischen der Stärke des unstandardisierten iHS und der Stärke der Assoziation mit BMI in 
den Sorben. 
In einer abschließenden Diskussion wurden die Ergebnisse unter Berücksichtigung der 
Theorie des „sparsamen Genotyps“ begutachtet. Hier wurde auch auf die Schwächen der in 
dieser Arbeit angewandten Methoden eingegangen. Es wurde festgestellt, dass die PAML-
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Analysen in Bezug auf ihre Repräsentationsfähigkeit ritisch betrachtet werden müssen, da 
für jede Art nur ein Vertreter stellvertretend analysiert wird. Bei der Populationgenetik lagen 
die Mängel vorwiegend im Umfang des vorliegenden Datensatzes, da dieser gering ausfällt, 
somit die Aussagekraft herabsetzt und zudem zu einem ascertainment bias führt. Ferner kann 
nicht ausgeschlossen werden, dass die den Variablen wi  iHS zu Grunde liegenden 
anzestralen Allele einer Validierung unterzogen werden müssten. Insgesamt betrachtet wurde 
für eine umfassende Untersuchung plädiert, welche sowohl Sequenzanalysen als auch 
mehrere populationsgenetische Analysen beinhaltet. 
Für beide Gene konnte die Theorie des sparsamen Genotyps nicht grundsätzlich 
ausgeschlossen werden. Jedoch wären umfassendere Studi n mit weiteren Populationen und 
umfangreicheren Datensätzen für eine definitivere Aussage erstrebenswert, insbesondere in 
Bezug auf die neu beschriebenen Assoziationen mit BMI im dritten Intron des FTO. 
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Tabelle 14 Identifikationsnummern für Spezies der MTNR1B-Sequenzanalyse 
Spezies Identifikationsnummer Datenbank 
Anolis carolinensis ENSACAT00000014670 Ensembl 
Bos taurus ENSBTAT00000001672 Ensembl 
Callithrix jacchus ENSCJAT00000021672 Ensembl 
Canis familiaris ENSCAFT00000006812 Ensembl 
Cavia porcellus ENSCPOT00000010734 Ensembl 
Choloepus hoffmannii ENSCHOT00000005987 Ensembl 
Danio rerio ENSDART00000075940 Ensembl 
Dipodomys ordii ENSDORT00000008711 Ensembl 
Equus caballus XP_001917086.1/ENSECAT00000023696 NCBI/Ensembl 
Felis catus ENSFCAT00000003193 Ensembl 
Gallus gallus ENSGALT00000027844 Ensembl 
Gasterosteus aculeatus ENSGACT00000027283 Ensembl 
Gorilla gorilla ENSGGOT00000013968 Ensembl 
Homo sapiens ENST00000257068 Ensembl 










Mus musculus ENSMUST00000057920 Ensembl 
Myotis lucifugus ENSMLUT00000011613 Ensembl 
Ochontona princeps ENSOPRT00000016054 Ensembl 
Ornithorhynchus anatinus ENSOANT00000018437 Ensembl 
Oryzias latipes ENSORLT00000005777 Ensembl 
Otolemur garnettii ENSOGAT00000016807 Ensembl 
Pan troglodytes XM_522146.2/ENSPTRT00000007781 NCBI/Ensembl 
Pongo pygmaeus ENSPPYT00000004486 Ensembl 
Procavia capensis ENSPCAT00000007904 Ensembl 
Pteropus vampyrus ENSPVAT00000017302 Ensembl 




Sus scrofa Q9GL04_PIG/ENSSSCT00000016297 UniProt/Ensembl 
Taeniopygia guttata NM_001048258.1/ENSTGUT00000013403 NCBI/Ensembl 
Takifugu rubripes ENSTRUT00000026734 Ensembl 
Tetraodon nigroviridis ENSTNIT00000003970 Ensembl 
Vicugna pacos ENSVPAT00000001904 Ensembl 
Für deutsche Artenbezeichnungen siehe Tabelle 13. Bei den Sequezen des Pferdes, des Rhesusaffen, der 
Spitzmausbeutelratte, des Schimpansen, des Schweins sowie des Zebrafinken wurden die Sequenzen aus 





Tabelle 15 Identifikationsnummern für Spezies der FTO-Sequenzanalyse 
Spezies Indentifikationsnummer Datenbank 
Anolis carolinensis ENSACAT00000016528 Ensembl 
Bos taurus ENSBTAT00000016588 Ensembl 
Canis familiaris ENSCAFT00000015044/XM_535301.2 Ensembl/NCBI 
Cavia porcellus ENSCPOT00000013060 Ensembl 
Choloepus hoffmanni ENSCHOT00000001256 Ensembl 
Dipodomys ordii ENSDORT00000009325 Ensembl 
Echinops telfairi ENSETET00000012512 Ensembl 
Equus caballus ENSECAT00000024522 Ensembl 
Felis catus ENSFCAT00000005268 Ensembl 
Gorilla gorilla ENSGGOT00000011194 Ensembl 
Homo sapiens NM_001080432.1 NCBI 
Loxodonta africana ENSLAFT00000015643 Ensembl 
Macaca mulatta XM_001092038.1 NCBI 
Microcebus murinus ENSMICT00000016851 Ensembl 
Monodelphis domestica ENSMODT00000012333 Ensembl 
Mus musculus ENSMUST00000069718 Ensembl 
Myotis lucifugus ENSMLUG00000003855 Ensembl 
Ochotona princeps ENSOPRT00000017284 Ensembl 
Ornithorhynchus anatinus ENSOANT00000021166 Ensembl 
Oryctolagus cuniculus FJ429175.1 NBCI 
Otolemur garnettii ENSOGAT00000005136 Ensembl 
Ovis aries NM_001104931.1 NBCI 
Pan troglodytes ENSPTRT00000048611 Ensembl 
Pongo abelii NM_001132778 NCBI 
Pongo pygmaeus ENSPPYT00000008644 Ensembl 
Procavia capensis ENSPCAT00000009824 Ensembl 
Pteropus vampyrus ENSPVAT00000011100 Ensembl 
Rattus norvegicus NM_001039713.1 NCBI 
Sorex araneus ENSSART00000002293 Ensembl 
Spermophilus tridecemlineatus ENSSTOT00000012696 Ensembl 
Sus scrofa NM_001112692.1 NCBI 
Tarsius syrichta ENSTSYT00000008890 Ensembl 
Tupaia belangeri ENSTBET00000009717 Ensembl 
Tursiops truncatus ENSTTRT00000012713 Ensembl 
Vicugna pacos ENSVPAT00000003238 Ensembl 
Xenopus (Sil.) tropicalis NM_001017273.2 NCBI 
Xenopus laevis NM_001094012.1 NCBI 











International HapMap Project http://hapmap.ncbi.nlmih.gov 
NCBI-Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
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Abstract
Aims Several polymorphisms of the melatonin receptor 1B gene (MTNR1B) have been shown to be associated with elevated
fasting plasmaglucose and impaired early insulin release. The aimof this studywas to assess the effects ofMTNR1B variants on
traits related to the metabolic syndrome in the self-contained population of Sorbs from Germany. As comprehensive studies
concerning the conservationofMTNR1B are lacking,wealso evaluatednatural selection in vertebrates andhumanpopulations
at this locus.
Methods Five single nucleotide polymorphisms representing all blocks of linkage disequilibriumwithin and surrounding the
MTNR1B locus were genotyped in 937 Sorbs for association analyses on metabolic traits related to Type 2 diabetes. The
associationswere assessed by regression analyses, the conservation between specieswas investigatedwith phylogenetic analysis
bymaximumlikelihood (PAML). Inaddition, various testsof populationgeneticmeasures (e.g. fixation index,Tajima’sD)were
performed.
Results Previously reported associationbetweenMTNR1Bvariants (rs10830963, rs4753426) andoral glucose tolerance test-
derived indices of b-cell function (homeostasis model assessment-B, P = 3.7 · 10)6 and P = 0.004, respectively), as well as
insulin (fasting insulin: P = 2 · 10)3 and P = 0.02; 30-min insulin: P = 2.1 · 10)4 and P = 0.03, respectively) and fasting
glucose (rs10830963, P = 1.2 · 10)6) parameters could be replicated in the present study. Phylogenetic analysis by maximum
likelihood analyses showed that the gene was strongly conserved between species (x = 0.2583). Structures important for the
receptor function are also conserved.On the lineage leading to human adaptive selectionwas present (x = 1.1030). Population
genetic measures further indicated natural selection.
Conclusions Our data support the physiologic importance of MTNR1B in the context of glucose homeostasis and suggest
evidence of selection at this locus.
Diabet. Med. 28, 1373–1380 (2011)
Keywords association study, glucose, polymorphism, Type 2 diabetes
Abbreviations MTNR1B, melatonin receptor 1B; SNP, single nucleotide polymorphism
Introduction
Melatonin is a circulating neurohormone that is mainly secreted
by endocrine cells in the pineal gland. Practically all organ
systems, including the retina, gastrointestinal tract and pancreas,
were subsequently identified as sources of secretion [1]. An
important roleofmelatonin is the control of thecircadian rhythm
by translating photoperiodic information from the eyes to the
brain [2]. In healthy individuals, the melatonin secretion peaks
during the night and declines throughout the day, which is
opposed to insulin secretion [3]. Two functional melatonin
receptors are present in mammals, the G protein-coupled
melatonin receptors 1A and B (MTNR1A and MTNR1B).
Corresponding to the production and secretion of melatonin,
both receptors are found mainly in the brain, but have also been
Correspondence to: Anke Tönjes MD, Department of Medicine, University
of Leipzig, Liebigstrasse 21, D-04103, Leipzig, Germany.
E-mail: anke.toenjes@medizin.uni-leipzig.de
1These authors contributed equally.
DIABETICMedicine
DOI:10.1111/j.1464-5491.2011.03374.x
ª 2011 The Authors.
Diabetic Medicine ª 2011 Diabetes UK 1373
detected in other organs [2,4]. The expression of MTNR1B in
islets and b-cells suggests a direct link between MTNR1B and
insulin secretion [5].
Recently, common genetic variation in MTNR1B has been
shown to be associated with risk of Type 2 diabetes in genome-
wide association studies [5–9]. Several studies showed that the
G-allele of the intronic single nucleotide polymorphism (SNP)
rs10830963 inMTNR1B promotes the development of Type 2
diabetes by impairment of fasting plasma glucose and early-
phase glucose-stimulated insulin release [7,9].
Based on the crucial role of melatonin and its receptors in the
regulation of the circadian rhythm, the relationship between
allele frequencies of MTNR1B polymorphisms and global
variation of sunshine duration has been investigated [10].
Indeed, based on allele frequencies in geographically distinct
populations, lower allele frequency of the rs4753426 C-allele
was correlatedwith longer sunshine durationper day,whichwas
defined as the average daily sunshine duration in 30 years [10].
This allowed postulation thatMTNR1Bmay have undergone a
selective pressure favouring certain alleles depending on the
length of exposure to sunshine [10].
The aim of the present study was to investigate the effects of
MTNR1B variants in a comprehensive study, including a wide
range of traits related to the metabolic syndrome in the self-
contained population of Sorbs from Germany. The Sorbs are
well characterized regarding glucose and insulin metabolism
and appear to be a generally homogenous population with a
relatively consistent environment across individuals. The
statistical power to detect a real genetic association is
limited by the background noise. Isolated populations are
characterized by decreased genetic heterogeneity and more
homogeneous environmental factors and, thus, reduced
background noise. Therefore, an association signal could be
detected despite a relatively small sample size [11]. In addition,
Sorbs are genetically similar to Slavic-speaking Europeans,
which are understudied in genome-wide association studies
relative to Western European populations, and thus may
reveal novel disease variants not found in Western European
samples.
Given the fact thatMTNR1B plays a key role in the control of
the circadian rhythm and is connected to insulin secretion, the
conservation of this locus was determined, as biologically
important genes are characterized by high conservation [12].
Further, population genetic variables were measured to assess
natural selection patterns in human populations.
Participants and methods
Experimental design and subjects
All subjects are part of a cohort from an extensively phenotyped
self-contained ethnic group in Eastern Germany, the Sorbs,
which has been described in detail elsewhere [13]. Genetic
structure of this population in comparison with other European
cohorts indicates that the Sorbs show patterns of genetic
variation that suggest noticeable, albeit subtle, levels of genetic
isolation [14]. These recent data suggest the Sorbs may be an
attractive population for mapping disease-related variants,
which might help simplify the genetic architecture underlying
complex diseases. They possess marginal elevated linkage
disequilibrium (LD) and provide a relatively consistent
environment across individuals.
Approximately 1000 extensively phenotyped Sorbs have been
included in the study. A 75-g oral glucose tolerance test was
accomplished after an overnight fast. Serum glucose was
measured by the hexokinase method (automated analyser
modular; Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) after 0, 30
and 120 min. Insulin was measured with the AutoDELFIAÒ
Insulin assay (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Turku,
Finland) at 0, 30 and 120 min after an overnight fast. Insulin
secretion and resistance indices such as homeostasis model
assessmentofb-cell function (HOMA-B) andhomeostasismodel
assessment of insulin resistance (HOMA-IR) were calculated as
follows: HOMA-B = 20 · fasting plasma insulin (mU ⁄ l) ⁄
(fasting plasma glucose (mmol ⁄ l)-3.5, HOMA-IR = fasting
plasma insulin · fasting plasma glucose ⁄22.5 [14].
For the present study, 937 subjects were available [mean age
48  16 years; mean BMI 26.6 (26.3–26.8) kg ⁄m2; mean
fasting plasma glucose 5.43 (5.39–5.50) mmol ⁄ l; mean
fasting plasma insulin 34.15 (32.81–35.55) pmol ⁄ l]. As the
whole family structure of all subjects was not known, the
estimated effect sizes might be biased by cryptic relatedness in
this sample.
The study was approved by the ethics committee of the
University of Leipzig and all subjects gave written informed
consent before taking part in the study.
Genotyping of single nucleotide polymorphisms
SNPs were selected according to the HapMap (http://
www.hapmap.org) data, based on r2 > 0.8 and minor allele
frequency > 0.05. Five tagging SNPs (rs10830962, rs4753426,
rs12804291, rs7951037 and rs10830963) representing all
blocks of linkage disequilibrium in MTNR1B as well as 5 kb
of the 5’-flanking region and 3.5 kb of the 3’-flanking region
were selected and genotyped in the Sorbs for subsequent
association analyses. Two of these variants (rs10830963,
rs4753426) were individually genotyped in all study subjects
using the TaqMan SNP Genotyping assay (Applied Biosystems
Inc., Foster City, CA, USA). For rs10830962, rs12804291 and
rs7951037, the genotypes were extracted from the previous
genome-wide association study performed by using the
Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 500K and
Array 6.0 (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA) [13]. For
the arrays, only call rates > 93% were selected for further
analyses and only SNPs fulfilling the following criteria were
included: missingness per SNP < 5%, Hardy–Weinberg
equilibrium P > 0.0001 and minor allele frequency > 0.01.
Further details are available from the corresponding author upon
request.
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Statistical analyses
Prior to statistical analysis, non-normally distributed variables
were logarithmically transformed to approximate a normal
distribution. Differences in genotype frequencies between the
patients with diabetes and the healthy control subjects were
compared using logistic regression analyses. Multivariate
linear relationships were assessed by generalized linear
regression models. All analyses were carried out under the
additive model, as previous studies showed that the
MTNR1B variants exert their effects in an additive mode
of inheritance [5,7,8]. The P-values presented are adjusted for
age, sex and BMI (wasit–hip ratio and BMI only for age and
sex). For the estimation of the association with glucose and
insulin levels, only subjects without diabetes (definition
according to the American Diabetes Association criteria
[16]) were included in the analysis to avoid alterations
because of diabetes status.
P-values < 0.05 were considered to provide nominal evidence
for association and are presentedwithout correction formultiple
hypothesis testing.
Statistical analyses were performed using PASW statistics 18,
version 18.0.1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
Selection analyses
Phylogenetic analysis by maximum likelihood—amino acid
sequence evolution
Indication for selection across the MTNR1B phylogeny was
assessed using phylogenetic analysis by maximum likelihood
[17]. The aim of this analysis was to identify the magnitude of
omega (x),which is the ratio of non-synonymous to synonymous
substitutions (dN ⁄dS). x was estimated by maximum likelihood
methods [18] using the CODEML programs of the PAML4a
package [19]. Several models (M0-M8) were fitted to the data,
which allow x to vary across sites, across branches [20,21] and
across clades [22]. These models allow conclusions concerning
the type of selection (positive, neutral or negative). For positive
selection, x > 1, because non-synonymous mutations are
retained at a higher rate. Under negative or purifying selection,
deleterious mutations are eliminated and the x is less than 1, as
the fixation rate is reduced. Negatively selected genes are
commonly thought to be functionally more important and
therefore highly conserved [12]. Neutral selection has little or no
effects on the allele carrier, thus the dispersion is subject to
chance, x = 1. A likelihood ratio test [LRT = 2 (l1)l0), 2Dl,
where l1and l0are the log likelihoodsof the twomodels]wasused
to determine if one model fitted the data significantly better than
another model.
The coding sequences of 35 vertebrateMTNR1B orthologues
were downloaded from ENSEMBL (http://www.ensembl.org)
and the NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) databases. Species
and accession numbers are provided in the Supporting
Information (Table S1). A phylogenetic tree was created
according to the accepted taxonomy [23,24].
Population genetic analyses
Population genetic analyses were performed in 34 non-related
subjects of the Sorbian cohort. From the data obtained by
genome-wide scans using 6.0 Affymetrix GeneChipsÒ, 173
SNPs of theMTNR1B locus (1 Mb)were extracted [13]. Phased
(Phase version 2.1 [25]) SNP data of the HapMap [Utah
residents with ancestry from northern and western Europe
(CEU), n = 60, Yoruba in Ibadan, Nigeria (YRI), n = 60, Han
Chinese in Beijing, China (CHB), n = 45, Japanese in Tokyo,
Japan (JPT), n = 45] and the Sorbs were analysed for signatures
of selection with DnaSP version 5.0 [26], Sweep [27], the
integrated haplotype score (iHS) tool (available at http://
hgdp.uchicago.edu) and the Haplotter ⁄PhaseII. As the data sets
from the Central European and Yoruba populations comprise
parent ⁄ child trios, the genetic information of the children was
excluded for the analyses to avoid bias because of relatedness.
Population geneticmeasures includeTajima’sD,which allows
detectionofnon-neutrally evolving segmentswithinapopulation
[28]. For that purpose, an average value of variation across the
whole population is built by comparing all haplotypes with each
other. Values of approximately  2 can be seen as potentially
interesting. In addition, Fu and Li’s D* and Fu and Li’s F* are
tests against the hypothesis of neutrality [29]. The fixation index
is based on SNP data and serves as a measure of population
differentiation, i.e. the genetic distance between two (or more)
populations. The fixation index value can take a magnitude
between zero (no differences) and one (high differences). The
integrated haplotype score is based on different levels of linkage
disequilibrium surrounding a selected allele compared with the
background allele at the same position, both values ‡ +2 or £ )2




The minor allele (G) of rs10830963 was associated with higher
fasting plasma glucose levels (P = 1.2 · 10)6, b = 0.021,
se = 0.04), a lower fasting plasma insulin level (P = 2 · 10)3,
b = )0.09, se = 0.03) and an impaired insulin release at 30 min
in the oral glucose tolerance test (P = 2.1 · 10)4, b = )0.11,
se = 0.03) (Table 1).
The minor allele (C) of rs4753426 showed a moderate effect
on both fasting (P = 0.02, b = 0.06, se = 0.001) and 30 min
insulin levels during the oral glucose tolerance test (P = 0.03,
b = 0.06, se = 0.03) (Table 1). Furthermore, rs10830963 and
rs4753426 were associated with HOMA-B (P = 3.7 · 10)6,
b = )10.58, se = 0.03 and P = 0.004, b = )0.078, se = 0.03).
However, no impact on HOMA-IR was revealed.
The remainingSNPs showednoassociationwith themeasured
variables in the association study for quantitative traits (see also
Supporting Information, Table S2). None of the variants were
associatedwith Type 2 diabetes in case–control studieswith 103
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patients with diabetes and 745 subjects with normal glucose
tolerance (see also Supporting Information, Table S3).
Selection analyses
Phylogenetic analysis by maximum likelihood—amino acid
sequence evolution
The phylogenetic analysis by maximum likelihood analyses
revealed that the MTNR1B is highly conserved among the
species analysed (x < 1), hence being subjected to an overall
purifying selection. This globalx-value of 0.2583was estimated
for the entire tree using the one-ratio (M0) model [20]. The
x-value was then allowed to be different from lineage to lineage
using the free-ratio model [20]. The x-value on the lineage
leading to the human is 1.1030, suggesting weak positive
selection. For further x-values obtained under this model, see
Fig. 1. The likelihood test ratio (M0-free-ratio) was with
2Dl = 931.82, degrees of freedom (d.f.) = 62, much greater
than critical values from a v2 distribution, indicating that the
free-ratio model is a better fit to the data than the M0 model.
Next, the x-value was settled up to vary across sites by
applying the discrete (M3) model [21]. In this model, three
categories of sites (0, 1 and 2), each with an independent
estimate of x, are defined. For MTNR1B, site class 0 has an
averagex-value (x0) of 0.05977,with 48.54% (p0) of site classes
falling into this category. Site class 1 has x of 0.34742 and
p1 = 0.3633, site class 2 has x2 = 1.08392 and p2 = 0.1512.
The M3 model is a better fit to the data than the M0 model
(likelihood ratio test = 1809.55, d.f. = 4, critical values again
beyond the scope of av2 distribution), suggesting variation in the
evolution rate at different sites. The three site classes in the M3
model (0, 1 and 2) correspond to moderate and weak negative,
as well as moderate positive selection. The distribution across
the protein is not even (Fig. 2). For in-depth analyses, the
FIGURE 1 MTNR1B species tree with estimates of omega for each lineage. Omega estimates were drawn from the free-ratio model and depict the
conservation. The species tree was created according to the accepted taxonomy [22,23]. For common names see Supporting Information (Table S1).
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imputations were repeated in reduced data sets.When analysing
solely primates, four additional positively selected sites are
detected, which are not captured within the more
comprehensive data sets (site numbers 111, 153, 280, 340;
bold border in Fig. 2).
To test whether certain codons in the MTNR1B have
experienced recurrent positive selection across the phylogeny,
a neutral model of codon evolution (M7) was compared with a
positive selection model that allows a proportion of the sites to
have x-values larger than 1 (M8). Both models reveal an
average x-value smaller than 1, implying conservation of
MTNR1B. The likelihood ratio test is with 2Dl = 49.93,
d.f. = 2 again beyond the scope of a v2 distribution. Positively
selected sites detected in the M8 model correspond to those of
the M3 model.
Population genetic analyses
Analyses of phased SNP data in the Central European group
showed signatures for recent selection, as indicated by Tajima’s
D (2.9356, P < 0.01); further, in the Han Chinese (2.4335,
P < 0.05), Japanese (2.5945, P < 0.05) and Yoruba (2.6218,
P < 0.05) groups. In the Sorbs, Tajima’s D was 2.0566, which
did not reach the level of statistical significance. Fu and Li’s D*
also reached P-values between 0.05 and 0.02. The Central
European and Yoruba groups show the highest values, with
2.3118 and 2.3831, respectively. Similarly, the most noticeable
values for Fu and Li’s F*were identified in the Central European
andYoruba groups (3.1055 and 2.9853), allP < 0.02 (Table 2).
The fixation index values reveal striking differences for both
rs4753426 and rs10830963 between the Sorbs and other
populations. Especially in comparison with the Asian
populations, fixation index values reached > 0.23. For
rs4753426, the fixation index values were 0.5066 (Han
Chinese vs. Sorbs) and 0.5119 (Japanese vs. Sorbs). This
finding was also reflected in a change of minor allele; in the
Sorbs it is theC-allele (minorallele frequency0.4793),whereas in
the Han Chinese and Japanese groups it is the T-allele (minor
allele frequency 0.3000 and 0.2950, respectively). Also, in
contrast to the Central Europeans (fixation index 0.4645) and
Yoruba (fixation index 0.4675), differences can be observed. For
FIGURE 2 Positional conservation ofMTNR1B. The amino acid sequence of the humanMTNR1B is shown. Highly conserved positions inMTNR1B
orthologues are depicted in white. Partially conserved positions are shown in light grey. Positions given in dark grey are not preserved. Residues marked with
bold border are not conserved in primate tree, bold font indicates DRY-residue equivalent.
Table 2 Population genetic measures
Populationà Tajima’s D P  Fu and Li’s D* P  Fu and Li’s F* P 
CEU 2.9356 < 0.01 2.3118 < 0.02 3.1055 < 0.02
CHB 2.4335 < 0.05 1.5950 < 0.05 2.3400 < 0.02
JPT 2.5945 < 0.05 1.6802 < 0.05 2.4808 < 0.02
Sorbs 2.0566 NS 1.5570 < 0.05 2.1086 < 0.02
YRI 2.6218 < 0.05 2.3831 < 0.02 2.9853 < 0.02
 P-values obtained with DnaSP.
àCEU, Central Europeans; CHB, Han Chinese; JPT, Japanese; YRI, Yoruba.
NS, not significant, indicates P > 0.05.
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rs10830963, thefixation indexvalueswere0.2852(HanChinese
vs. Sorbs) and 0.3046 (Japanese vs. Sorbs). In all cohorts, the
G-allele represents the minor allele, although in the Central
Europeans the minor allele frequency is 0.30, the Han Chinese
0.48, the Japanese 0.49, the Sorbs 0.26and theYoruba0.05.The
unstandardized integrated haplotype score reached –2.018 in the
Yoruba, meaning that the haplotypes on the derived allele
(G-allele) background were longer compared with the ancestral
allele (C-allele) background.
Discussion
We investigated the impact of commonvariants in theMTNR1B
onglucose and insulinhomeostasis in the extensivelyphenotyped
population of Sorbs inGermany.Wewere able to confirm recent
findings where variants in theMTNR1B have been found to be
associated with fasting plasma glucose levels, render a negative
effect on early insulin secretion and conquer an elevated risk of
Type 2diabetes [5,7,8]. For the rs10830963 G-allele, it has been
shown that it is associated with an increase of fasting plasma
glucose levels and reduced b-cell function, as measured by
HOMA-B [7,8]. Also in the present study, rs10830963 had the
strongest influence on glucose and insulin levels. This also
confirms the effect of the signal in the background of different
population histories and diverse environmental factors. The
C-allele of rs4753426 had a negative impact on b-cell function.
Interestingly, the same allele has recently been shown to be
associatedwith decreased sunshine duration per day [10], which
suggested potential selective pressure on the MTNR1B and ⁄or
interaction with environmental factors.
Moreover, some non-synonymous mutations have been
observed that lead to autism spectrum disorder [31]. Those
mutations that lead to an altered receptor function are all located
within conserved regions; the altered receptor function supports
the eligibility and usefulness of evolutionary analyses in pointing
to the functional relevance of genetic polymorphisms. Therefore,
our main aim was not only to replicate previously known
associations, but also to test the conservation of the gene. In the
case of MTNR1B, the gene as a whole is conserved, which
underlines its biological importance. Interestingly, the positional
analysis indicates that not all positions are conservedon the same
level. Positions important to maintain receptor function,
however, are highly conserved; for example, the NRY-motif
(positions 137–139), which is important for activation
mechanism of G protein-coupled receptors.
In detail, the phylogenetic analysis by maximum likelihood
analyses in our study revealed an averagex < 1, implying strong
conservation of theMTNR1B among the examined species. The
lineage-specific analysis (free-ratio) revealed that the lineage
leading to the humanwas not conserved, but evolving adaptively
as suggested previously [10]. The human melatonin receptor 1B
belongs to the G protein-coupled receptor family and is located
on chromosome 11q21-q22. It consists of four extracellular
domains, seven transmembrane domains, four cytoplasmic
domains, an extracellular N-terminal domain and an
intracellular C-terminal domain [32]. On the genomic level, the
MTNR1B consists of twoexonsandone intron. rs10830962and
rs4753426 are both located in the 5’ region of the gene,
rs12804291, rs7951037 and rs10830963 are all located within
the intron. The positional analysis (M3 model) indicated that
some domains were conserved; for example, the sixth and
seventh transmembrane regions. Our data suggest that the
extracellular N-terminal region, and especially the intracellular
C-terminal region starting at amino acid position 330 (arginine),
wereunderpositivenatural selection, suggesting that the receptor
can tolerate some mutations in specific domains without losing
its function. The selection models pointed to recurrent positive
selection at particular amino acid residues across theMTNR1B
phylogeny.WhileMTNR1B has been subject to strong purifying
selection throughout vertebrate evolution, it appears that the
levelof evolutionaryconstrainthasdecreasedsignificantlyduring
human evolution. Even although we are aware that the
phylogenetic analysis by maximum likelihood analysis has its
limitations and can only give an indication for selection by
revealing strongly conserved sites, evolutionary analyses may
indicate the functional relevance of a certain SNP known to be
associated with, for example, glucose metabolism. This can
ultimately not only lead to better understanding of the functional
consequences of genetic variants but also contribute to our
knowledge of the pathophysiology of human diseases.
Population genetic analyses provided significant evidence for
non-neutral evolution of MTNR1B alleles in all investigated
populations as measured by Tajima’s D and Fu and Li’s D*.
Indices such as fixation index also indicated some striking
differencesbetweenpopulations (fixation index> 0.2), especially
for rs10830963 and rs4753426. For these variants, wewere able
to replicate the recently published association with glucose and
insulin variables in the Sorbs.
rs10830963 is located in the intronic region ofMTNR1B, but
rs10830962 and rs4753426 are located in the 5’ region. These
variantsmight be involved in regulationof promoter activity, but
additional analyses of these SNPs are required to provide clear
evidence on their functional consequences. Higher frequency of
the risk alleles may have been selected under environmental
pressure,which is consistentwith recently reportedassociationof
MTNR1B allele frequencies with sunshine duration [10].
However, considering sunshine duration as an environmental
factor with evolutionary selective pressure, the moderate
association of the sunshine duration correlated SNP rs4753426
with traits related to glucose metabolism would not necessarily
support the implication of sunshine in diabetes.
In conclusion, our data support the physiologic relevance of
MTNR1B in the context of glucose homeostasis and suggest
recent selection at this locus. The exact mechanisms linking this
possible adaptation of the circadian rhythm to alterations in
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